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(Aus dem Mikrobiologischen und dem Zoologischen Institut 
der Universitat Gottingen) 


Licht- und elektronenmikroskopische Untersuchungen 
uber die BegeiBelung von Proteus vulgaris* 


Von 
H.-J. PREUSSER 


Mit 11 Textabbildungen 


(Hingegangen am 8. September 1957 ) 


Durch spezifische Farbungen gelang es ZETTNOW, PEPPLER, NERI u.a., 
bei beweglichen Bakterien lange, fadenformige Anhingsel, GeiBeln ge- 
nannt, sichtbar zu machen. Mit der Entwicklung der Dunkelfeldtechnik 
durch RetcHErRT (1909) war es moéglich, GeiBeln auch an lebenden, sich 
fortbewegenden Zellen zu beobachten. 

An relativ langen Zellen von Proteus vulgaris und an verschiedenen 
anderen Bakterien konnte NEUMANN (1925, 1928) nach Farbung eine 
besonders starke BegeiBelung nachweisen. Kurze Zellen desselben 
Stammes dagegen besaBen oftmals nur zwei Geifeln, welche dann 
seitlich der beiden Pole (subpolar) inseriert waren. Dieser Befund wurde 
von ihm, PispER (1930, 1938, 1946, 1947) und PrerscHMANN (1939, 1942) 
durch Untersuchung lebender Objekte im Dunkelfeld weiter ausgebaut. 
Dabei zeigte sich nach Zusatz stark viscéser Substanzen (Methylcellulose, 
Gummiarabicum, Tragant), die die Geibelbewegung verlangsamen, dah 
von den langen Schwarmzellen in regelmaBigen Abstanden hell aufleuch- 
tende, sich wellenformig bewegende Faden rechts und links abgingen. Da 
die GeiBelabstinde an Schwarmern der Lange subpolar begeiBelter kurzer 
Einzelzellen zu entsprechen schienen, sollte ein Schwarmer vielleicht als 
Einheit zahlreicher, kettenformig angeordneter, nicht geteilter Kinzel- 
zellen aufzufassen sein (RIpPEL-BALDES 1947). 

‘Es ware denkbar, daB der Widerspruch zwischen den durch Farbung 
gewonnenen Ergebnissen und den Dunkelfeldbildern auf Artefakte, die 
wahrend des Farbeganges zustande kommen, zuriickgefiihrt werden kann. 
Jede GeiGel, die im Dunkelfeld sichtbar wird, miiBte dann aus einer An- 
zahl von Fibrillen bestehen, die sich bei der Praparation entflechten 
und so die starke Begeifelung der gefiirbten Schwarmzellen hervorrufen. 
Dann miiBte sich aber fiir jede Gruppe von Fibrillen ein gemeinsamer 


* Teilergebnisse aus der Dissertation ,,Licht- und elektronenmikroskopische 
Untersuchungen zur Morphologie und Cytologie von Proteus vulgaris“ der Mathem.- 
Naturwiss. Fakultat der Universitat Gottingen 1957. 
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Insertionspunkt finden lassen. Ubermikroskopische Bilder von PIEKARSKI 
u. Ruska (1939) sowie HouwrNk u. VAN ITERSON (1950) zeigen, dab 
Schwirmzellen wie die von Proteus sehr viel mehr GeiBeln besitzen, als 
die Beobachtungen im Dunkelfeld erwarten lassen. Fir GeiBelbiischel 
fand sich in ihren Bildern indessen kein Anhalt. Die Autoren kamen 
auf Grund ihrer Aufnahmen zu der Uberzeugung, da die Schwarmzellen 
von Proteus peritrich begeiBelt seien. 

Demnach kann die geringe Anzahl von Geifeln, die das Dunkelfeldbild 
zeigt, nur so erklart werden, daB die sehr diinnen EinzelgeiBeln Jeweils in 
Gruppen synchron zusammenarbeiten, sich biindeln und so bei Lebend- 
beobachtung nur wenige Fiden erkennen lassen. tie 

Es stehen sich damit zwei sehr verschiedene Ansichten gegeniiber : Ent- 
weder die Schwiirmzellen sind peritrich begeiBelt, oder sie bestehen aus 
einer sehr groBen Zahl extrem kurzer, kettenformig angeordneter und 
nicht geteilter, jeweils subpolar begeiBelter Einzelzellen. Kine Entschei- 
dung zwischen diesen beiden Hypothesen ist méglich, wenn es gelingt, 
den Begriff ,,Einzelzelle“* streng zu fassen und Methoden zu entwickeln, 
die das Zihlen von Einzelzellen in Schwirmern mit Sicherheit gestatten. 


A. Untersuchungen an Plattenkulturen 
1. Methodik 


Untersucht wurde Proteus vulgaris, Stamm 556, aus dem Hygiene-Institut der 
Universitat Gottingent. 

Fiir Plattenkulturen fanden zwei verschiedene Nahrbéden Verwendung, die beide 
fiir die Ausbildung einer Schwirmzone bei Proteus gut geeignet waren: a) Pepton- 
Fleischextrakt-Agar (Pepton 8 1%; Liebigs Fleischextrakt 19% ; NaCl 0,5%; Agar 
1,5°% ; aqua dest.). Der Nahrboden wurde mit der von BrrcH-ANDERSEN, MAALoE 
u. SJOSTRAND (1953) angegebenen Salzlésung auf py 7,2 gepuffert. Dazu ist von 
dieser Lésung etwa 1 cm* je 100 em* Nahrlésung notwendig. — b) Synthetischer 
(asparaginhaltiger) Nahragar nach BELOSERSKI (1939). 

Die Agarplatten wurden mit Zellen aus 24 Std bei 37°C bebriiteten Agar- 
Schragréhrehen in der Plattenmitte punktformig beimpft und bei 37° C kultiviert. 

An Ausstrichen wurden mit Hilfe eines geeichten Mikrometeroculars die Lingen 
der Bakterien im Phasenkontrast ausgemessen. Optik: Leitz Fluorit (Ol) 70/1,15, 
Periplan-Ocular 10x. Die Streuung aller in dieser Arbeit angegebenen MeBwerte 
wird durch den einfachen mittleren Fehler des Mittelwertes ausgedriickt. 

Farbungen nach Frungen an Deckglas-Abklatschpriparaten erfolgten nach 
vorangehender Fixation (2 Std) in einer mit OsO,-Dampf gesittigten feuchten 
Kammer iiber 1% iger- OsO,-Lésung. Fixationstemperatur -- 2° C, um Autolyse in 
den Bakterien einzuschriinken. Nach Auswaschen in der von Brrcu-ANDERSEN, 
MAALon u. SJOSTRAND (1953) angegebenen Salzlésung wurden die Objekte 1,5 Std 
in 70% igem Alkohol belassen. 15 min Hydrolyse bei 60° C in 1 n HCl lieferte die 
Nucleoide am klarsten. Weiterbehandlung der Priaparate in iiblicher Weise. 

Fur lichtmikroskopische Beobachtungen stand ein Leitz-Ortholux-Mikroskop zur 
Verfiigung. Hellfeldoptik: Fluorit (Ol) 95/1,32, Kondensor n. A. 1,4, Periplan- 


* Fiir die freundliche Uberlassung sei auch an dieser Stelle Frau Prof, Dr. A. Wink- 
LER bestens gedankt. 
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» Ocular 10x, Dunkelgriinfilter, schrage Beleuchtung mit Hilfe einer Zusatzblende 
(Durchmesser 3mm), die unter dem Kondensor auf die Staubschutzscheibe des 
Mikroskops gelegt wurde. Fiir Mikrofotos: Isopan F (Kleinbild). 


2. Entwicklungscyclus 


Makroskopisch sind in den ersten 2—2% Std keine Verinderungen innerhalb der 
Impfzone zu beobachten. 344—4 % Std nach der Beimpfung wachst der Beimpfungs- 
tropfen von etwa 1 mm auf 6 mm; eine starke milchige Triibung laBt auf erhohte 
Zellvermehrung schlieBen. Nach etwa 4stiindiger Bebriitung ist vereinzelt am 
Kolonierand ein biumchenférmiges Ausschwirmen der Bakterien sichtbar. 6 Std 
nach Beimpfung ist durch das Schwairmen der Bakterien aus dem Beimpfungs- 
tropfen heraus ein diinner Schleier um den Mittelpunkt herum entstanden (Abb. 1). 
Nach einer Kultivierungsdauer yon 7 Std hat sich der Bakterienrasen in ver- 
schiedene ringférmige Zonen ae chcutienee Zelldichte aufgeteilt (Abb. 2). 


Abb. 1. Proteus vulgaris. Abb. 2. Proteus vulgaris. 
Beginn der Schwiirmperiode'. Fortgeschrittene Schwiirmperiode (Ringbildung). 
Kultivierungsdauer: 6 Std bei37° C. . Kultivierungsdauer: 7 Std bei 37°C. 


. ? Die Schwirmzonen lassen sich nur im Gegenlicht abbilden. Der Agar wurde mit schwarzer 
Tusche angefiirbt 


9—10 Std nach der Beimpfung ist die Front der Schwarmzone am Plattenrand 
angekommen. Zu diesem Zeitpunkt kann man insgesamt 6 Zonen unterscheiden. 

12—13 Std nach der Beimpfung ist die gesamte Agaroberflache homogen milchig 
getribt. 

Dieser Entwicklungscyclus bei Proteus ist schon seit langem bekannt 
(NEUMANN 1928) und z. B. von KvrrrincEn (1955) bei Untersuchungen 
tiber Natur und Bedeutung der BakteriengeiBeln angefiihrt worden. Hine 
Wiederholung der Versuche erwies sich jedoch als notwendig, da die ver- 
wendeten Bakterienstimme und Kulturbedingungen nicht die gleichen 
und daher die Ausbildung und zeitliche Aufeinanderfolge der einzelnen 
Entwicklungsstadien verschieden waren. 


3.Zellingen, Feulgenfdrbung 

Tab. 1 (S. 4) soll die wechselnde Lange der Protews-Zellen im Verlaut 
des Entwicklungscyclus auf Agarplatten veranschaulichen. 

Im Beimpfungsmittelpunkt betragt die Bakterienlange etwa 1,4 7. Das 
Alter der Plattenkulturen (0 ) hat keinen wesentlichen Kin- 
flu auf die Linge der Zellen im Beimpfungsmittelpunkt, die lediglich 
zwischen 6 und 8 Std Kulturalter etwas gr6éBer werden. 
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Zeitlich gesehen steigt die Bakterienlange in der auBeren Schwarmzone 
mit wachsendem Abstand vom Beimpfungspunkt stark an. In der 
Schwiirmzone selbst sind die Zellen besonders lang. Von ihrem Innenrand 
bis zur Plattenmitte hin ist zu jedem Zeitpunkt der Untersuchung eine 
relativ geringe Abnahme der Zellingen zu beobachten. Die Ringbildung 
gegen Ende der Schwarmperiode ist ein optisches Phanomen, welches in 
erster Linie durch unterschiedliche Zelldichte der Zonen hervorgerufen 
wird. Sobald die A4uBere Schwarmzone die Peripherie der Agarplatte er- 


Tabelle 1. Proteus vulgaris. Oberfldchenkultur auf Agarplatten 
Bakterienlangen in Abhangigkeit vom Kulturalter 


Kulturalter | Durchmesser ie ; ppaiie =e 
in der Kultur Abb. Zone? Ringbreite | Zeliange | V re Nn = 
Stunden | in mm | Anan an Hs n (n—1) 
(Beimpft)| — | — | (1) eS fares Fe +0,05 | 41 
2 — | —|@ a) 1 © 1,625) Osos 
; ‘ Ss 2 | 3.6 +0,25 | 20 
mr We = | 1,6 “Tr 0,06 40 
1 2,0 | 11,5 + 1,01 23 
6 12 | Pe 2 1,8 + 0,05 40 
ete BO ee aah ee + 0,04 40 
1 7 19,3 + 1,17 34 
7 30 2 2 6 4.0 + 0,28 48 
- 3 — 1,8 + 0,05 40 
1 12 21,7 —- 1,24 7 | 30 
8,5 80 a. 2 1 5.6 + 0,40 37 
3 12 seu + 0,18 40 
ee es 4 =" 1,7 | + 0,08 40 
ea. 10 226 1,81 27 ; 
2 7 | 5,4 + 0,46 62 
10 80 _ 3 7 | 6,0 + 0,36 36 
4 10 re been ROME SH 38 
5 4 1,6 + 0,07 ih "42 
; ; L 6 | —. 1,5 = 0,05 35 
13 Platteitber-- — | — ae ii oe ge ann 
schwarmt 


1 
Von auBen nach innen wurden alle erkennbaren Zonen numeriert, beginnend 


mit 1. Nr. t ist daher stets die Schwarmzone, die jeweils héchste Nummer die 
Impfzone. 


reicht hat, setzt eine lebhafte Zerteilung der Schwirmzellen ein, so da 
3 Std spater wieder eine in sich homogene Kultur mit Zellen von etwa 
1,44 Lange vorliegt. 
Feulgenfarbungen de y 
der einzelne i i isti 
inzelnen Entwicklungsstadien zeigen distinkte 


feulgenposi ) ; 
positive Bereiche in den Bakterien. Wahrend Zellen aus der 
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Beimpfungszone nur ein oder zwei Nucleoide erkennen lassen, ist in Bak- 
terien aus der Schwarmzone eine kettenformige Anordnung der Nucleoide 
sichtbar (Abb. 3). Es kann sich bei diesen Strukturen nicht etwa um eine 
Osmiumsiureanlagerung handeln, die durch die Fixation hervorgerufen 
wird, denn fixierte aber ungefirbte Praparate zeigen keine Innenstruk- 
turen (Abb. 4). 

Lichtmikroskopisch stellt also der Schwarmer auf Grund der Feulgen- 
farbung einen Zellverband dar. Er besteht aus einer Reihe von perlschnur- 
artig angeordneten Einheiten, die im Mittel einen Abstand von 1 « von- 


Abb. 3. 


(Plattenkultur, Schwirmzone). Kettenférmige zone) nach 2 Std Fixation in 1% OsO,-Lésung. 
und teils paarweise Anordnung der Nucleoide. Im Innern der Zellen sind keine Strukturen 
Vergr. 2800mal sichtbar. Vergr. 2800mal 


einander halten. Bemerkenswert erscheint dabei die Tatsache einer zum 
Teil paarweisen Anordnung der Nucleoide, auf die schon KNOLL u. ZAPF 
(1954) hinwiesen. , 

Ks zeigt sich also, daB man bei Langenmessungen der Bakterien in den 
einzelnen Entwicklungsbereichen zu sehr verschiedenen Ergebnissen ge- 
langt. Bei der Ausbildung von Schwarmzellen mu8 zwar eine wiederholte 
Teilung feulgenpositiver Substanz eintreten, wofiir auch die mitunter 
paarweise Anordnung der feulgenpositiven Bezirke spricht, eine Ab- 
schniirung einzelner Zellen unterbleibt jedoch. Welche Bedingungen dem 
zugrunde liegen, ist unbekannt. Das Problem der Schwarmerbildung in 
Abhangigkeit von der Konzentration des Nahrsubstrates soll erst spater 
wieder aufgegriffen werden. 


4. Ubermikroskopische Untersuchungen der Begeipelung 
a) Methoden 


Man kann mit einer Capillarpipette einen Tropfen aqua dest. auf den zu unter- 
suchenden Plattenbereich bringen. Innerhalb kurzer Zeit tritt eine Bakterien- 
anreicherung in der Fliissigkeit ein. Ein Teil dieser Suspension wird sodann mit 
einer anderen Capillarpipette auf eine befilmte Netzblende gespriitht. Die Praparate 
werden an der Luft getrocknet. 
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Es lassen sich auch Abklatschpraparate mit befilmten Netzblenden herstellen. 
Sie zeigen eine anscheinend natiirliche GeiBelanordnung, eignen sich daher besonders 
zum Auszihlen der GeiBeln am Bakterium, sind jedoch durch anhaftendes Nahr- 
substrat stark verunreinigt. 


Abb. 5. Proteus vulgaris. Bakterien in aqua dest. suspendiert (Plattenkultur, Beimpfungszone, 7 Std). 
Schwache BegeiBelung der Kinzelzellen. Vergr. 9800mal 


Abb. 6. Proteus vulgaris. Bakterien in aqua dest. suspendiert. (Plattenkultur, 
Innenrand der Schwiirmzone 7 Std). Vergr. 9000mal 
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Die Praparate wurden anschlieBend mit Au/Pd unter 15° im Hochvacuum 
bedampft und in einem Siemens-Ubermikroskop (UM 21, Baujahr 1939) untersucht. 
Filmmaterial: Perutz-Kontrastplatten, Entwickler: Kodak D 8. 


b) GeiBelanzahl 
Tab. 2 zeigt die GeiBelanzahl je 1 Bakterienlinge in den einzelnen 
Entwicklungsstadien. Aus den Abbildungen von kurzen Zellen, wie sie im 
Beimpfungsmittelpunkt und auf der iiberschwarmten Platte zu finden 
sind, geht hervor, da®B hier nur wenige GeiBeln (im Mittel 4) dem 
Bakterium anhaften (Abb. 5). 


Tabelle 2. GeiBelzahlen je Mikron Bakterienldnge in Abhdngigkeit vom Kulturalter 


Kulturalter ry 
in Zone GeiBelzahlen/s Mittelwert \/. Tt 
Stunden n (n—1) 
4 (Glip\peias ils 74 
5 NE NES 4 
6 Beimpfungspunkt | (15); 4; 2; 2,1 + 0,4 
9 2,4; 3; 2,8; 
13 1599) ai9 Dh tae 
5 IPAS ANOS thse alae a9 
inp GOe 
5,5 Bereiche 6S LOO Re Te2e) OsD); 
6 zwischen NSS Us aio iso KOR Wey 
Beimpfungspunkt Spe Ang 11,2 + 1,2 
ep und. 9.6; 
8 Schwarmzone Ie isssze 
8,5 16; 
9 AGENT OR SLO: 
5 iW ear 
qT 30,8: 26,6; 25,4; 26,2; 
U5 (4s eis 
8 31,4; 26,6; 
8,5 Schwarmzone 16; PRT + 1,2 
9 95,5; 24; 28; 20; 22; 
26; 28; 34; 22; 24; 
10 30; 
11 PDS Ppa, DADE 
13 Platte ilo Bs Brae cys 2eaie 
iiberschwarmt 2; 2,7; 4,9; 2,7 + 0,4 


Anders ist es dagegen weiter peripher in der Nahe der Schwarmzone. 
Die Bakterien, die an Lange zugenommen haben, besitzen hier schon eine 
bedeutend gréBere Anzahl von GeiBeln (Abb. 6). In der Schwarmzone 
selbst wird die BegeiBelung noch wesentlich starker. 

Ein Vergleich von Tab. 2 mit Tab. 1 (S. 4) zeigt, dali abgesehen vom 
Impfmittelpunkt tiberall, besonders aber im Schwarmbereich die Geifel- 
zahl je 1 ~ Bakterienlinge gréBer ist, als es eine subpolare BegeiBelung 
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jeder eytologischen Einheit, welche etwa 1 lang ist, erlauben wiirde. 
Je weiter peripher man untersucht, desto groBer ist demnach der Grad 
der Peritrichie. 

Die GeiBelanzahl je 1 Bakterienlinge ist vom jeweiligen Entwick- 
lungsstadium abhangig. Sie betragt im Impfmittelpunkt im Rahmen der 
MeBgenauigkeit etwa 2—3 GeiBeln je 1, in den von der Schwarmzone 
qus nach innen zu liegenden Kulturbereichen etwa 10—12 GeiBeln je 1y, 
in der Schwarmzone selbst dagegen etwa 24 GeiBeln je 1 Bakterien- 
lange. Auffallend ist die starke Streuung der Mefwerte in den auferen 
Kulturbereichen. Abb. 2 zeigt in diesen Zonen ein rhythmisches Wachs- 
tum (mehrfache Ringbildung). Wegen der geringen Breite der Ringe (oft- 
mals nur 1 mm) war es bisher nicht méglich, Bakterien aus einzelnen 
Ringen getrennt zu praparieren. Man konnte die Streuung der MeBwerte 
damit erkliren, daB die GeiBelzahl je 1. Bakterienlange tiber eine Periode 
hin 6rtlich verschieden ist. 

Da der Abstand der Nucleoide voneinander tiberall im Mittel etwa 1 
betraigt, so folgt, daB einer cytologischen Kinheit eine im Verlauf des 
Wachstums veranderliche Anzahl von Geifeln zugeordnet werden kann. 


c) GeiBelstruktur 


ASTBURY u. WEIBULL (1949) sowie Braun (1955) geben fiir den Durchmesser 


- der Proteus-GeiBel 120 AK’ an. An anderen beweglichen Bakterien werden von 


DE Ropertis u. Francut (1951) sowie LaBAw u. Mos.tey (1954) ebenfalls 120 bis 
150 AE als GeiBeldurchmesser nachgewiesen. STARR u. WILLIAMS (1952) beschreiben 
bei der GeiBel eines diphtheroiden Bakteriums, die einen Durchmesser von 190 AE 
hat, eine linksgedrehte, dreifach gewundene Schraubenstruktur mit einer Periode 
von 500 AK. 


Diesen Befunden stehen Messungen an Coli-GeiBeln gegeniiber, deren Durch- 
messer von BrauN (1955) mit etwa 300 AE angegeben wird. Auch bei ihnen konnte 
der Autor eine schraubige Feinstruktur mit unterschiedlicher Ganghéhe und einem 
Periodenabstand von hier 640—660 AE beobachten. 

Bei den GeiBeln von Proteus sind bisher noch keine feineren Lings- 
elemente nachgewiesen worden. Wenn man bei allen bisherigen Unter- 
suchungen die gleiche MeBgenauigkeit voraussetzt, ist der GeiBeldurch- 
messer verschiedener Bakterien gewissen Schwankungen von Art zu Art 
unterworfen. Es erscheint jedoch unwahrscheinlich, daB die Feinstruktur 
der GeiBeln in diesem Fall anders sein sollte als bei den oben erwahnten 
Bakterien. Bei Abbildungen mit hoher Auflésung zeigt sich in der Tat 
nach eigenen Untersuchungen, da die Proteus-GeiBel (Durchmesser 

9, 6 AE bei - 90) eine Periode (= 14, W; , ; 

132 -- 6 AE bei n = 20) eine Periode (= 1% Windung) von 260 AE be- 
<8 fo — . . ‘ . 

sitzt (Abb. 7). Diese Feinstruktur kann nur darauf beruhen, daB die 
ae Rete , : 

Geifel aus mehreren, miteinander verdrillten Einzelfibrillen besteht. 

Die von verschiedenen Autoren (HouwmnK u. VAN ITERSON 1950, 

f r i= J ; . 

SmiTH 1954, Braun 1955) bei Proteus und anderen Bakterien beschriec- 
a aon RO nee : . r 

benen ,,PseudogeiBeln’* wurden ebenfalls beobachtet (Abb. 8). Sie weisen 
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nur etwa die halbe Dicke echter GeiBeln auf. Messungen ergeben einen 
. Durchmesser von 74 + 4,3 AE (n = 10). Da sich hier hinsichtlich Dicke 
und Lange dieser Strukturen niemals Uberginge zu echten Geieln fest- 
stellen lieBen, so ist, wie schon die oben erwaihnten Autoren angaben, 


Abb. 8. Proteus vulgaris mit echten GeiBeln und ,,PseudogeiBeln’. Vergr. 13 700mal 


wohl die Definition ,,junge GeiBeln® fiir diese Filamente unangebracht. 
Eher k6énnte es sich bei diesen Gebilden um getrockneten Bakterien- 
schleim handeln. In diesem Zusammenhang sei auf die Untersuchungen 
von Miu ierHauer (1950) hingewiesen, der bei Pflanzenschleimen eine. 
mikrofibrillare Struktur beobachtete. Der Durchmesser einer Tragant- 
schleim-Fibrille betragt z. B. 100 AE. 


B. Untersuchungen an Fliissigkeitskulturen 
1. Methodik 


In erster Linie fanden Nahrsubstrate Verwendung, die bereits fiir Platten- 
kulturen beschrieben wurden (S. 2), hier naturgeméB ohne Agarzusatz. AuBerdem 
lieBen sich die Bakterien in einer Lésung kultivieren, die 0,01% Pepton 8, 0,006% 
Liebigs Fleischextrakt sowie 0,01°%, NaCl enthielt, also eine Nahrlésung darstellt, 
in der die Salz- und EiweiBkonzentration gegeniiber den im allgemeinen fiir Kulti- 
vierungszwecke iiblichen Nahrstoffmengen stark herabgesetzt ist. 
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10 cm? Nahrlésungsansitze in Reagensglisern wurden mittels Platindse aus 
24 Std alten Vorkulturen gleicher Nahrstoffzusammensetzung beimpft und bei 
37° C kultiviert. Untersuchungen in vivo wurden mit dem Leitz-Ortholux-Mikroskop 
durchgefiihrt. Optik hier: Phasenkontrast Fluorit (Ol) 70/1,15, Periplan-Ocular 10 x. 
Die Priparate fiir tibermikroskopische Untersuchungen wurden in folgender Weise 
hergestellt: 

a) Die Bakterien wurden vom Nahrsubstrat durch 15 min langes Zentrifugieren 
bei 1500 U/min abgetrennt und in 1 cm* aqua dest. suspendiert. Ein Mikrotropfen 


Abb. 9. Proteus vulgaris (peptonhaltige Fliissigkeitskultur, 17 Std bei 37°C). Vergr. 16300ma 


davon, mit einer Capillarpipette auf die Blende aufgebracht, wurde an der Luft 
getrocknet und das Praparat unter 15° mit Au/Pd bedampft. 

b) Die Bakterienpraparate aus dem Substrat mit stark herabgesetzter Salz- und 
KiweiSkonzentration gewinnt man durch direktes Antrocknen eines Mikrotropfens 
der Kultur auf der Blende. Dadurch ist eine Verunreinigung der Objekte mit an- 
haftenden Nahrlésungsresten und Salzkristallen unvermeidbar. Man mu jedoch 
auf ein Abzentrifugieren der Naihrlésung verzichten, um das AbreiBen von GeiBeln 


moglichst zu vermeiden. Die an der Luft getrockneten Praparate werden dann, 
wie oben beschrieben, bedampft. . 


DE oa eae ¥ F ; 
2. Entwicklungscyclus, Zellingen, Begeipelung 
Kurz nach dem Impfen und ebenso in einer ausgewachsenen Kultur 


finden sich etwa die gleichen Bakterienlingen, und zwar 1,8 + 0,2 le 
(n = 40). Auch hinsichtlich der Zahl ihrer Gei®eln sind Bakterien aus 
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jungen, bis zu 4 Std alten Kulturen mit Zellen aus der stationdren Periode 
-_gleichzusetzen. In beiden Entwicklungsstadien sind in den meisten Fallen 
nur 2 Geifeln je Bakterium sichtbar (Abb. 9). Da durch das Zentri- 
fugieren ein groBer Prozentsatz der GeiBeln abgerissen wird, erscheinen 
viele Zellen unbegeiBelt. 
Andere Befunde ergeben sich aus Bakterienuntersuchungen kurz vor 
Ende der logarithmischen Wachstumsphase. Wahrend die Linge der 


Abb. 10. Proteus vulgaris (peptonhaltige Fliissigkeitskultur, 4 Std bei 37°C). Vergr. 11 200mal 


Zellen im Mittel nur wenig zunimmt (2,8 + 0,1 ~ bei n = 20), steigt die 
GeiGelzahl je 1  Bakterienlange auf 6,8 + 1,1 bein = 10 (Abb. 10). Dem- 
nach ist hinsichtlich der BegeiBelung in Fliissigkeitskulturen ein ahnlicher 
Entwicklungscyclus vorhanden, wie er fiir oberflachenkultivierte Bak- 
terien beschrieben wurde; indessen erreicht die GeiBelanzahl je 1 ~ Bak- 
terienlange in keinem Fall einen so hohen Wert wie bei Zellen aus Ober- 
flachenkulturen. 
- Feulgenfarbungen liefern in allen Entwicklungsstadien bei Bakterien 
aus peptonhaltigen Kulturen eine lichtmikroskopisch ,,diffuse™ positive 
Reaktion des Bakterienplasmas. Sie wurde schon von PIETSCHMANN u. 
Ripret (1932) beschrieben. Die Griinde hierfiir werden an anderer Stelle 
ausgefihrt (PREUSSER, SCHLOTE u. RippeL-BALDES 1957, PREUSSER 


1958). 
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Die Verteilung feulgenpositiver Bereiche in Bakterien aus synthe- 
tischem (asparaginhaltigem) Nahrsubstrat kann nicht eindeutig bestimmt 
werden, da neben einer distinkten Anordnung am gleichen Praparat 
in einigen Zellen cine diffuse Verteilung sichtbar wird. Erst Bakterien- 
schnitte kénnen daher in diesem Fall zur Klaérung der Nucleoid- — 
verhaltnisse fithren (PREUSSER 1958). 


Abb. 11. Proteus vulgaris aus Fliissigkeitskultur mit stark herabgesetzter Salz- und 
Hiweifkonzentration. Nur kurze Zelien mit je 2 GeiBeln, keine Schwirmerbildung! Vergr. 9600 mal 


Bakterien aus Flissigkeitskulturen stark herabgesetzter Salz- und 
EiweiBkonzentration (0,01%% Pepton,0,01% NaCl, 0,006% Fleischextrakt) 
zeigen im elektronenmikroskopischen Bild eine Lange von etwa 1,2 4 
(n = 25), die unabhaingig vom Alter der Kultur ist. In keinem Fall konnte 
hier die Ausbildung lingerer Zellen beobachtet werden!. Jedem Bakterium 
diirften im Normalfall 2 GeiBeln zuzuordnen sein, was jedoch infolge Ab- 


reiBens einzelner GeiBeln im Verlauf der Préparation nicht immer sicht- 
bar wird (Abb. 11). 


€. Diskussion der Ergebnisse 


Die von Piyper (1947) durch Dunkelfeldbeobachtungen und Bewe- 
gungsstudien postulierten ,,SchleimgeiBeln® sind sicherlich nicht mit den 
hier beschriebenen Bewegungsorganellen identisch, die einen fibrilldéren 


* Welche Bedingungen der Schwirmerbildung zugrunde liegen, ist noch nicht 
geklart. Untersuchungen von Huaues (1957) lassen zwar darauf schlieBen, da®B 
eine, in ihrer Wirkung spezifische, fliichtige Substanz die Bildung von Schwirm- 
zellen auslost, doch ist ihre chemische Natur noch unbekannt. 
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Feinbau erkennen lassen. Als getrockneten Bakterienschleim kénnte man 
dagegen die von Houwrnk u. VAN ITERSON (1950), Smiru (1954) sowie 
Brawn (1955) beobachteten und auch auf eigenen Abbildungen sicht- 
baren ,,PseudogeiBeln bezeichnen, die etwa den halben Durchmesser 
echter GeiBeln aufweisen und keinen Feinbau erkennen lassen. Diese Ver- 
mutung stutzt sich auf die Befunde von MiHiernaner (1950), der bei 
tibermikroskopischer Untersuchung von Pflanzenschleimen eine mikro- 
fibrillare Struktur feststellte. 

NEUMANN (1928), PispER (1930) und Prerscumann (1939, 1942) fiigten 
den verwendeten Nahrlésungen Gummiarabicum, Methylcellulose oder 
Tragant bei, was die Bakterienbewegung betrachtlich verlangsamt. Erst 
dadurch ist praktisch die Méglichkeit gegeben, BakteriengeiBeln bzw. 
Aggregate von Geifeln in vivo darzustellen, da, wie die Befunde von 
AsTBuURY u. WEIBULL (1949), DE RoBertis u. Francur (1951), Lapaw 
u. Mostry (1954) sowie Braun (1955) zeigen und eigene Untersuchungen 
bestatigen, die EinzelgeifBel emen Durchmesser von nur etwa 130 AE be- 
sitzt und damit, auBer bei sehr starken Lichtquellen, unsichtbar bleiben 
sollte. Wenn an Einzelzellen im Dunkelfeld 2 GeiBeln beobachtet wurden, 
so ist deshalb das Vorhandensein eines GeiBelzopfes nicht ohne weiteres 
auszuschlieBen. Die hier vorliegenden Untersuchungen ergaben, dai — 
abhangig von den Wachstumsbedingungen — eine Reihe von Kinzel- 
zellen eine BegeiBelung aufweisen kann, die tiber die von PrErsCHMANN 
geforderte Subpolaritat hinausgeht. Der Typus einer echten subpolaren 
BegeiBelung wird erst bei Bakterien sichtbar, die in stark verdtinnter 
Nahrlésung geztichtet werden. Es ist bisher nicht untersucht, ob die 
unter solchen Bedingungen kultivierten Mikroorganismen im Dunkelfeld 
ihre beiden GeifBeln erkennen lassen. 

Es stellt sich also heraus, daB die Konzentration der Nahrlésung von 
entscheidender Bedeutung fiir die GeiBelausbildung bei Proteus vulgaris 
ist. Man kann wohl annehmen, da die fiir vorliegende Untersuchungen 
verwendete Nahrstoffquelle (S.9) eine Konzentration besitzt, die sich 
von allen tibrigen benutzten Nahrsubstraten am ehesten mit den Nahr- 
stoffverhaltnissen im Boden, dem natiirlichen Standort von Proteus, ver- 
gleichen lift. Eine subpolare BegeiBelung ware demnach der , normale‘ 
Zustand. Durch Erhéhung der Nahrstoffkonzentration ist jedoch eine 
starke Vermehrung bei gleichzeitig gehemmter Zellteilung und Auftreten 
einer peritrichen BegeiBelung herbeizufihren. 

Welche Faktoren im einzelnen fiir die Ausbildung von peritricher Be- 
geiBelung verantwortlich sind, ist noch unbekannt. Untersuchungen der 
BegeiBelung bei unterschiedlichem Stickstoffgehalt des Nahrsubstrates 
konnten zur Klarung dieser Frage beitragen. 

Im Verlauf der Schwarmperiode nimmt bei Proteus auf Agarplatten 
die GeiBelzahl je 1 « Bakterienliange vom Beimpfungspunkt zum duBeren 
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Schwirmbereich hin zu; dies kommt in Tab. 2 zum Ausdruck. Da der- 
artige Schwarmzellen scharf begrenzte feulgenpositive Bereiche, soge- 
nannte Nucleoide, enthalten, deren Abstand voneinander etwa 1 « be- 
triigt, so besitzt eine ,,cytologische Kinheit”™ sehr verschieden viele 
GeiBeln, je nachdem, in welcher Zone des Schwarmbereichs sich die Zelle 
gerade befindet. 

Die GeiBeln sind jedoch nicht biischelweise am Bakterienkorper inse- 
riert, was man erwarten sollte, wenn es sich um entflochtene, urspriing- 
lich dickere EinzelgeiBeln handeln wiirde, sondern sie sind tiber die ganze 
Linge einer Zelle gleichmaBig verteilt. Nur gelegentlich kommt es vor, 
daB mehrere GeiBeln in einer Art von Biindel einander parallel auf- 
getrocknet sind (Abb. 6). Hieraus mu man folgern, da es sich bei den 
dargestellten Fibrillen tatsichlich um eine groBe Zahl von einzelnen 
GeiBeln handelt, die — beriicksichtigt man die Dunkelfeldabbildungen 
vieler Autoren — in Gruppen synchron zu schlagen vermégen. Man wird 
mit PrekaRsKI u. Ruska (1939) sowie HouwINK u. VAN ITERSON (1950) 
sagen kénnen, daB es bei Proteus einen peritrichen GeiBelansatz gibt. 
Allerdings ist diese Eigenschaft von Proteus und verschiedenen anderen 
Bakterien nach den oben gemachten Ausfiihrungen nicht ohne weiteres 
als Klassifikationsmerkmal zu betrachten. 

Die Existenz eines Basalkornes als Insertionspunkt der BakteriengeiBel 
ist sehr umstritten. Zwar wurde von verschiedenen Autoren (vgl. ScHuss- 
NIG 1953) ein solcher Koérper bei beweglichen Bakterien angenommen und 
von HovuwINK u. VAN ITERSON (1950) sowie ZIEGLER (1956) an iiber- 
mikroskopischen Totalpraparaten von Pr. vulgaris baw. Bact. radicicola 
dargestellt, doch handelt es sich in beiden Fallen um Aufnahmen mehr 
oder weniger autolysierter Zellen, in denen bei HouwINK u. VAN ITERSON 
zahlreiche Woélbungen der Zellmembran abgebildet werden; bei ZIEGLER 
befindet sich am Ansatzpunkt der Geifel ein elektronendichter Kérper, 
der als Basalkorn angesprochen wird. Diese Befunde kénnen jedoch 
ebensogut auf plasmatische Reste in den unvollstaéndig autolysierten 
Zellen zuriickzufiihren sein, wodurch der Eindruck eines Basalkornes ent- 
steht. Ubermikroskopische Untersuchungen zahlreicher Diinnschnitte 
durch Zellverbande mit starker BegeiBelung zeigten in keinem Fall ein 
Basalkorn. Auch Kontrastierung mit Phosphorwolframsiure, durch 
welche die GeiBeln im Schnitt sichtbar gemacht werden kénnen, heBen 
niemals Anhaltspunkte fiir die Existenz von Basalkérnern bei Bakterien 
erkennen (PREUSSER 1958). 

Méglich ware, daB Basalkorn und umgebendes Plasma die gleiche Elek- 
tronendichte besitzen und daher eine Abbildung in Schnittpraparaten 
nicht erwartet werden kann, Diese Annahme mu auf Grund der — 
wenigstens bei héheren Organismen — unterschiedlichen Zusammen- 
setzung von Plasma und Basalkorn als unwahrscheinlich gelten. 
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Zu bemerken ware ferner, daB der Ausdruck ,, Basalkorn“ fiir den Basal- 
apparat von ProtozoengeiBeln und Cilien gepragt wurde. Diese Gebilde 
sind aber Derivate des Centriols, das einen bei allen Organismen etwa 
gleichen Durchmesser von 1200 AE besitzt (p—E Harven u. BERNHARD 
1956). Die aus ihm hervorgehende Geifel besteht — wo immer sie bei 
Protozoen und Metazoen untersucht wurde — aus 2 zentral und 9 peripher 
angeordneten Doppelfibrillen, welche einen Durchmesser zwischen 230 
und 330 AE besitzen. Die GeiSel (AuBendurchmesser etwa 2500 AB) 
‘wird von einer 70 AK dicken Doppelmembran umgeben (RHODIN u. 
DatHamn 1956). 

Bei den Bakterien liegt dagegen ein véllig anderer GeiBeltypus vor, so 
da hier die Existenz eines Basalkornes in Analogie zu dem Basalapparat 
héherer Organismen recht fragwiirdig erscheint. 


Zusammenfassung 


1. Der Entwicklungscyclus von Proteus vulgaris, Stamm 556, auf Agar- 
platten wird makroskopisch, licht- und ttbermikroskopisch untersucht. 


a) Vom Beimpfungsmittelpunkt aus schwarmen die Bakterien iiber die 
Agarplatte, die sie nach etwa 13 Std als dinner Schleier tiberziehen. 

b) Die Zellangen nehmen, zeitlich gesehen, im Schwarmbereich mit 
wachsendem Abstand vom Beimpfungspunkt zu. Daneben ist zu jedem 
Zeitpunkt der Untersuchungen eine Langenzunahme der Bakterien von 
innen nach auBen sichtbar. Im Beimpfungsmittelpunkt bleibt die Bak- 
terienlange wahrend des Entwicklungscyclus annahernd konstant. Nach 
Beendigung der Schwarmperiode zerteilen sich die Schwarmer in kurze 
Kinzelzellen. 

c) Feulgenfarbungen liefern in allen Entwicklungsstadien in den Zellen 
Nucleoide in jeweiligem Abstand von etwa 1 uw. Schwarmzellen besitzen 
zahlreiche Nucleoide, bestehen also aus vielen cytologischen Kinheiten. 

d) Die GeiBelzahl je 1 ~ Bakterienlange steigt von innen nach auBen 
und bleibt innerhalb einzelner Schwarmbereiche tiber einige Stunden hin 
nahezu konstant. In der Schwarmzone sind die Zellen ausgesprochen 
peritrich begeiBelt. Eine gewisse Biindelung benachbarter Geifeln im 
Abstand der cytologischen Einheiten voneinander ist erkennbar. Dies 
kénnte von urspriinglich synchroner Bewegung herriihren. Die durch Zer- 
teilung der Schwarmer entstehenden kurzen Zellen besitzen die gleiche 
GeiBelanzahl je Mikron Bakterienlinge wie die Bakterien aus dem Be- 
impfungspunkt. 

e) Einer cytologischen Einheit kann im Verlauf des Schwarmens der 
Zellen eine veranderliche Anzahl GeiBeln zugeordnet werden. 

2. Der Durchmesser der Proteus-GeiBel betragt 132 + 6AE. Die Geibel 
besteht aus mehreren miteinander verdrillten Einzelfibrillen. Daneben 
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treten ,,PseudogeiBeln mit einem Durchmesser von 74+4,3 AE auf, 
deren Entstehung diskutiert wird. 

3. Untersuchungen von Zellen aus Fliissigkeitskulturen zeigen fol- 
gendes : 

a) Wahrend sich die Bakterienlinge im Verlauf des Wachstums nur 
wenig andert, kann hinsichtlich der BegeiBelung ein ahnlicher Entwick- 
lungscyclus wie bei plattenkultivierten Bakterien beobachtet werden. 

b) In Substraten mit stark herabgesetzter Salz- und Eiweibkonzen- 
tration besitzt jede Zelle 2 GeiBeln. Unter diesen Kulturbedingungen 
werden keine Schwarmzellen ausgebildet. 


Herrn Prof. Dr. A. Rrerget-BaLpEs danke ich fiir das rege Interesse, das er 
dieser Arbeit entgegenbrachte. Mein besonderer Dank gilt Herrn Dr. Fr. W. ScHLOTE, 
Assistent im Zoologischen Institut der Universitat G6éttingen, der mich mit den 
Untersuchungsmethoden der Elektronenmikroskopie vertraut machte. 

Die Arbeit wurde am Zoologischen Institut der Universitat Gottingen angefertigt, 
dem ich fiir die Uberlassung eines Arbeitsplatzes an dieser Stelle danken méchte. 

Ausgefiihrt mit Mitteln der Deutschen Forschungsgemeinschaft und mit Unter- 
stiitzung der Géttinger Akademie der Wissenschaften. 
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(Aus dem Mikrobiologischen und dem Zoologischen Institut 
der Universitit Goéttingen) 


Elektronenmikroskopische Untersuchungen 
tiber die Cytologie von Proteus vulgaris* 


Von 
H.-J. PREUSSER 


Mit 16 Textabbildungen 
(Hingegangen am 8. September 1957 ) 


Es ist bekannt, dafS Bakterien in ihrem Innern Strukturen besitzen, 
deren chemische Substanz sich zum Teil mit der echter Zellkerne hoherer 
Organismen vergleichen laBt; sie enthalten feulgenpositive Stoffe, DNS. 
Uber die Verteilung dieser Substanz im Bakterienkérper liegen unter- 
schiedliche Befunde vor. Wahrend z. B. PrerscHMANN u. RIpPEL (1932) 
an verschiedenen sporen- und nichtsporenbildenden Mikroorganismen 
lichtmikroskopisch eine gleichmafig ,,diffuse positive Feulgen-Reaktion 
beschrieben, konnten STILLE (1937) und PreKarsktr (1937, 1940, 1949) in 
allen von ihnen untersuchten Bakterien thymonucleinsaurehaltige, 
distinkte Bezirke nachweisen, die Nucleoide genannt wurden. Eine Zu- 
sammenfassung der bisherigen lichtmikroskopischen Befunde erschien 
von Rosrinow (1956). 

Da ein Nucleoid vom anderen durch Plasma deutlich getrennt ist und 
es Zellen gibt, die nur ein Nucleoid besitzen, liegt der SchluB nahe, in 
Analogie zu den Befunden an héheren Organismen den Begriff ,,Kinzel- 
zelle‘‘ oder besser ,,cytologische Einheit*‘ mit dem Begriff ,,Nucleoid*‘ 
zu verbinden. Bei einem Bakterium, welches mehrere Nucleoide enthalt, 
ist also mit ebensovielen cytologischen Hinheiten zu rechnen; eine Fol- 
gerung, die heute allgemein gezogen wird (BRAUN 1953). 

Wahrend der oben erwahnten, lichtmikroskopisch ,,diffusen** Feulgen- 
Reaktion elektronenmikroskopisch eine gleichmaBige Verteilung elek- 
tronendichter Faden im Bakterienplasma entspricht (PREUSSER, SCHLOTE 
u. Rrepet-BaupEes 1957), werden bei lichtmikroskopisch distinkter 
Feulgen-Reaktion in elektronenmikroskopischen Vergleichspraparaten 
,,Kernvacuolen mit elektronendichter Substanz im Innern beobachtet 
(KELLENBERGER u. RyTER 1955, TomuIn u. May 1955, PIEKARSKI u. 


* Teilergebnisse aus der Dissertation ,,Licht- und elektronenmikroskopische 
Untersuchungen zur Morphologie und Cytologie von Proteus vulgaris‘* der Mathem.- 
Naturwiss. Fakultit der Universitat Gottingen 1957. 
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Ginsprecut 1956 u. a.). Wenn solche ,,Kernvacuolen™ auch in lebenden 
Bakterien vorhanden sind und keine Praparationsartefakte darstellen, 
miiBten die in Schwarmzellen von Proteus vulgaris nachgewiesenen, 
distinkten feulgenpositiven Bereiche (jeweiliger Abstand voneinander im 
Mittel 14, Preusser 1958) auch elektronenmikroskopisch in Dinn- 
schnitten als ,,Kernvacuolen“ in etwa gleichem Abstand aufzufinden sein. 
Fernerhin war zu priifen, welche Faktoren fiir eine einerseits ,,diffuse“* 
Verteilung feulgenpositiver Substanz und andererseits fiir das Auftreten 
distinkter ,,kernvacuolen™ in Bakterien des gleichen Stammes verant- 
wortlich sind. Bei einem Durchmesser von nur etwa 0,5 « der Proteus- 
Zellen ergeben sich wegen des zu geringen Auflésungsvermégens des 
Lichtmikroskopes methodische Schwierigkeiten. Es ist daher besser, 
diese Fragen durch tibermikroskopische Untersuchungen zu klaren. 


A. Sehnitte durch oberflichenkultivierte Bakterien 
1. Préparation 
a) Schnitte durch Bakterien aus definierten Wachstumszonen 


BaASSERMANN (1955/56) fixierte Stiicke aus einer Oberflachenkultur von Tu- 
berkelbakterien bei + 2°C in OsO,-Lésung oder in einem Osmium-Chrom-KEssig- 
siure-Gemisch nach Fremminc. NrkLow1Tz u. Drews (1955) schwemmten die Bak- 
terien mit dem Fixierungsmittel von der Agaroberflaiche ab. In Modifikation dieser 
zwei Fixationsmethoden wurde hier, um die Bakterien definierten Stellen der 
Plattenkultur zuordnen zu kénnen, folgendes Verfahren verwendet: 

Aus dem Agar mit dem zu untersuchenden Entwicklungsstadium wurden kleine 
Bléckchen mit einer Grundflaiche von etwa 4mm? ausgeschnitten. Fixation: 
«) 80min in einer 1% igen, isotonischen OsO,-Lésung, gepuffert mit einem von 
BircH-ANDERSEN, MAALOE u. SJOSTRAND (1953) angegebenen Salzgemisch auf 
pu 7,2 bei + 2°C, f) 80 min mit OsO,-Dimpfen in einer feuchten Kammer iiber 
1% iger OsO,-Losung bei + 2°C. Die nach den Verfahren «) und f) fixierten Bak- 
terien zeigen gleiche Innenstrukturen, doch tritt nach Dampffixation ein Ablésen 
der Zellmembran vom Bakterienplasma auf (Abb. 1). Die Ursache hierfiir ist wohl 
in den veranderten osmotischen Verhaltnissen zu suchen. 

Die fixierten Bakterien wurden bei den nach «) fixierten Zellen nach Waschen 
in isotonischem Phosphatpuffer (Zusammensetzung BrrcH-ANDERSEN, MAALon u. 
SsOsTRAND 1953) 12 Std in 70%, 1 Std in 90% und 11/, Std in 100% Alkohol de- 
hydriert. Kinbettungsmaterial: Methacrylsiure-n-butylester und -methylester 
(Fluka AG Buchs/Schweiz) im Verhiltnis 19:1, dazu 0,5°% Benzoylsuperoxyd 
(Kebo/Stockholm). Darauf folgen: 1 Teil 100% Alkohol + 1 Teil Einbettungs- 
mittel (1 Std), sodann reines, unvorpolymerisiertes Einbettungsmittel (2 Std). 
Kingebettet wurde schlieflich mit der vorpolymerisierten Substanz in Gelatine- 
kapseln. Die Bakterienschicht auf dem Agarwiirfel mu8 dabei senkrecht zur 
Kapselgrundflache stehen, Nach 15 Std bei 80°C polymerisierte der Kapselinhalt 
aus. Da man mit dem verwendeten Ultramikrotom nur Flachen bis zu 5 x 5 
schneiden kann, mufi das Einbettungsmittel in Form einer Pyramide (Maximal- 
hohe 0,5 mm, Winkel zur Grundflache 45°) zugespitzt werden, in deren Spitze die 
Bakterienschicht liegt. 

Ultradiinnschnitte wurden nach dem Standardverfahren mit Metall- oder Glas- 
messern auf einem SJOstRAND-Mikrotom hergestellt. 
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b) Langsschnitte durch Bakterien des Schwarmstadiums 


Die beschriebene Art der Praparation kann nur fiir die Herstellung von Bak- 
terienschnitten aus dem Beimpfungsmittelpunkt sowie von der vollig itbherwachse- 
nen Agarplatte verwendet werden, also aus jenen Entwicklungsstadien, in denen 
nur mehr oder weniger kurze Organismen in gréBerer Anzahl auf dem Nahrboden 
vorliegen (PREUSSER 1958). Fiir Versuche, Schnitte durch Schwarmzellen zu erhal- 
ten, ist diese Methode ungeeignet. Bei der geringen Bakteriendichte in der Schwarm- 
zone — die Zellen liegen hier nebeneinander, bilden also ein nur etwa 0,5  dickes 
Lager — wird die Mehrzah! der Zellen durch das Fixationsmittel abgeschwemmt. 
Dies 1a8t sich zwar durch Dampffixation beheben, doch sind die wenigen auf dem 
Schnitt vorhandenen Organismen in jeder Richtung orientiert, so daf Langsschnitte 
durch Schwarmzellen nur auBerst selten erhalten werden. 

Das von Gay (1955) fiir Chromosomenlangsschnitte angegebene Verfahren 
wurde daher zu einer Methode modifiziert, die Langsschnitte durch die diinne 
Schwarmzone zu legen gestattet: Ein Deckglas-Abklatschpraparat mit Schwarm- 
zellen wird in itblicher Weise in OsO,-Dampf fixiert, dehydriert und eine mit vor- 
polymerisiertem Einbettungsmaterial gefiillte Gelatinekapsel aufgesetzt. Nach 
Polymerisation des Einbettmittels (15 Std bei 80°C) wird das Deckglas von der 
Kapsel abgelést. Die diinne Bakterienschicht liegt nun in einer Ebene unmittelbar 
an der Oberflaiche des Kapselblockes. Auf diese Weise gelingt es, praktisch alle 
Bakterien des Ausstriches langs zu schneiden. 


2. Innenstrukturen 
a) Impfmittelpunkt 

Zellen ganz verschiedenen Alters aus dem Beimpfungspunkt zeigen 
elektronenmikroskopisch das gleiche Bild: Feingranuliertes Plasma 
schlieBt im Innern der Zelle einen Bereich ein, der in seiner Elektronen- 
dichte dem Einbettungsmaterial auBerhalb der Zelle ahnlich ist. Von Pre- 
KARSKI u. GIESBRECHT (1956) wird diese Zone ,,Kernvacuole™ genannt. 
In ihrem Innern befindet sich elektronendichtes Material, das in einzelnen 
Fallen fadenformige Strukturen erkennen 1aBt (Abb. 1); Fadendurch- 
messer etwa 150 A. 

Die Zusammenballung der Faden im Innern der ,,Kernvacuole™ kann 
soweit fortschreiten, daB ein kompakter Kérper entsteht. Dort, wo ein 
solches Gebilde wie auseinandergezogen erscheint, diirfte es sich um den 
Beginn einer Teilung handeln. 

Zu gleichen Ergebnissen fiihren Untersuchungen durch Zellen aus dem 
Stadium der véllig tiberwachsenen Agarplatte. 


b) Schwarmzone 


In Schwarmzellen dagegen liegen, wie sich schon bei der lichtmikro- 
skopischen Feulgen-Farbung herausstellte (PREUSSER 1958) eine erdBere 
Anzahl von Nucleoiden hintereinander. Sie halten einen mittleren Ab- 
stand von etwa 1 y. Elektronenmikroskopisch findet man nun bei Langs- 


schnitten durch Schwiirmer jene Bereiche geringer Elektronendichte im 
D% 
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Abstand von 0,94 + 0,02 1 (n = 20); einen Wert, der unter Beriick- 
sichtigung der Schrumpfung beim Einbetten und Mikroskopieren (10 bis 
20°) in derselben GréBenordnung liegt. Diese Bereiche enthalten eben- 
falls jene schon beschriebenen dunklen Faden (Abb. 2). Auch hier sind 
diese Fadenstrukturen mehr oder weniger stark zusammengeballt, doch 
erkennt man, daB die Durchmesser der Faden verschieden gro sein 


Abb. 1. Proteus-Zellen aus Plattenkultur (Beimpfungsmittelpunkt, 11 Std). ,,kernvacuolen’ mit 
Zusammenballungen von Fiiden im Innern. Einzelfiiden zum Teil sichtbar, Fadenstirke etwa 150 RK. 
Vergr. 55000mal 


koénnen. In Abb. 2a werden als Fadendicken 180 A und 360A ge- 
messen. Uber die Zahl der Faden je ,,Kernvacuole* kann noch nichts aus- 
gesagt werden. 

3. Lokalisation der DNS 


Nach Versuchen von KNOL u. ZApr (1954) kénnen die DNS-haltigen 
Zellbestandteile auf Grund lichtmikroskopischer Vergleiche den itiber- 
mikroskopischen Hellzonen zugeordnet werden. Zu gleichen Ergebnissen 
fiihren fernerhin auch Beobachtungen an Bakterienschnitten von KELLEN- 
BERGER u. RyTeER (1955), Tomirn u. May (1955), Prekarskr u. GIEs- 
BRECHT (1956), BASSERMANN (1955/56, 1956) sowie BrrcoH-ANDERSEN, 
MAALOE u. SJOSTRAND (1953). Ob nun die Bereiche geringer Elektronen- 
dichte selbst oder die in ihnen angeordneten Faden die positive Feulgen- 
Reaktion hervorrufen, konnte bisher nicht eindeutig geklirt werden. 


1 Die Stre Meo ee : ; : ‘ 
Die Streuung aller in dieser Arbeit angegebenen Werte wird durch den ein- 
fachen mittleren Fehler des Mittelwertes ausgedriickt. 
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Ks ist bekannt, daB der Elektronenkontrast zwar durch Kinlagerung 
von Osmium in die Elemente der Zelle begiinstigt wird, jedoch die Massen- 
_ dichte der zelleigenen Substanzen selbst ebenfalls einen wesentlichen Bei- 
trag zum Elektronenkontrast leistet (ZEITLER u. BaHR 1957, ORNSTEIN 
1957). Dafiir sprechen auch die Befunde von Maatoxn, BrrcH- ANDERSEN 


Abb. 2. Langsschnitt durch Schwirmzellen von Proteus (Plattenkultur). ,,.Kernvacuolen‘ 
mit mehr oder weniger zusammengeballten Fiiden im Innern. Vergr. 25 700 mal 


bt 


ae 
Ea 


; y i i idtei : Hinfach- fiiden in derselben 
Abb. 2a. Vermutlich beginnende Nucleoidteilung: Einfach- und Doppel ; I 
Kernvacuole‘. Fadenstarken: Etwa 180 A (Hinfachfaden) und 360 & (Doppelfaden). Vergr. 76000mal 


u. SyOsTRAND (1954) an formolfixierten Bakterien. Diese Autoren kamen 
zu dem Schlu8B, daB die DNS in jenen Faden zu suchen sei, die das Innere 
der ,,Kernvacuole“ erfiillen. Dem stehen jedoch die Ergebnisse von BaHR 
(1954) gegeniiber, der eine besondere Reaktionstragheit der DN 8 gegen 
OsO, fand; durch Proteine (besonders tryptophan- und histidinhaltige) 
dagegen wurde OsO, schnell reduziert. 
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Vielleicht lassen sich beide Ansichten vereinen: Dort, wo in den hier 
vorliegenden Untersuchungen jene fadigen Strukturen im Anschnitt ge- 
troffen wurden, scheinen sie aus einer elektronendichten Hiille und einem 
hellen Innenraum zu bestehen. Demnach kénnte es sich um DNS-Strange 
handeln, welche von einer Proteinhiille umgeben werden. 

Damit wiirden sich die Deutung von Maator, BrrcH-ANDERSEN 
u. SJOSTRAND (1954) einerseits und die Befunde von Banr (1954) anderer- 
seits nicht widersprechen. Fiir eine solche Interpretation spricht fernerhin 
die Tatsache, da& Ris (1956) in Schnitten durch Antheren von Lilium 
longiflorum bei Metaphasestadien der Mikrosporenmutterzelle ahnliche 
Fadenstrukturen fand, die bei diesem Objekt einen AuBendurchmesser 
von etwa 200 A mit einer hellen ,,Seele’ von 80 A zeigen. Es ist denk- 
bar, daB die in Bakterien gefundenen Fadenstrukturen mit jenen aus 
Kernen héherer Organismen vergleichbar sind. 

Diesen Anschauungen stehen die Ansichten von Rosprnow (1953) u. 
Murray (1953) gegeniiber, die an Schnitten durch Bac. cereus die hellen 
Bereiche der ,,Kernvacuole als Sitz DNS-haltiger Strukturen ansehen. 


4. Kontrastierungsversuche fiir DNS 


Nun gibt es leider bisher keinen spezifischen ,,Elektronenfarbstoft fiir 
DNS. Lediglich den Lanthansalzen wird eine gewisse Affinitat zu diesen 
Nucleinsauren nachgesagt. So weisen PIEKARSKI u. Ruska (1939) auf ein 
von CASPERSSON u. HAMMARSTEN (1935) angegebenes Verfahren hin, das 
moglicherweise zu einer Klairung der Kernfrage bei den Bakterien fiihren 
konnte. Es beruht darauf, da durch eine Enzympraparation (Trypsin) 
die KiweiBkorper gespalten und die freiwerdenden Nucleinsiuren an- 
schlieBend als unlésliche Lanthansalze gefallt werden. Schon seinerzeit 
wurde jedoch von CASPERSSON (1936) betont, daB die an Modellversuchen 
gewonnenen Ergebnisse zwar in der Regel leicht auf lebende Zellen zu 
iibertragen seien, jedoch nur dann, wenn es sich nicht um besonders feine 
Strukturen handele. 

Da derartige Methoden fiir itbermikroskopische Untersuchungen zu 
rauh sind, wurde in Anlehnung an die in der Elektronenmikroskopie tib- 
lichen Verfahren, bereits fixierte Zellen mit Schwermetallsalzen zu kon- 
trastieren, ein Versuch mit Lanthannitrat durchgefiihrt. 


a) Lanthannitrat 


Methode: Deckglas-Abklatschpraparate aus der Schwarmzone wurden im An- 
schluB an Dampffixation 1 Std in 1% iger Lésung von La(NO,), + 6 H,O (gelést in 


aqua dest.) belassen. 

Beim Vergleich mit unbehandelten Zellen fallt auf, daB die ,,Kern- 
TQ e r 7 PATA > 17 ; 5 
vacuole’ von zahlreichen, auBerst diinnen, elektronendichten Faden 
regellos durchzogen wird (Abb. 3). Der Fadendurchmesser betragt etwa 
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80 A. Die erhaltenen Strukturen sind bisher unverstindlich. Die er- 
_ wartete Kontraststeigerung bleibt vollig aus, und der Inhalt der Hellzone 
zeigt gegeniiber unbehandelten Praparaten einen vollkommen veranderten 
_ Aufbau: Es scheint, als ob sich die mit Osmiumfixierung darstellbaren 
Faden durch Lanthannitrat in diinnere Einheiten aufgelést hatten!. 


Abb. 3. Langsschnitt durch Schwiirmzellen von Proteus (Plattenkultur, 
Kontrastierung mit Lanthannitrat). Vergr. 26500mal 


b) Phosphorwolframsaure 


Ein anderes Kontrastierungsmittel fiir elektronenmikroskopische Un- 
tersuchungen ist Phosphorwolframsiure. RINKER u. KoFFLER (1949, 
1951) verwendeten sie als Indicator basischer Gruppen, um Bakterien- 
geiBeln in tibermikroskopischen Totalpraparaten sichtbar zu machen. 


Methode: Statt in dem fiir die Dehydrierung iiblichen reinen 70% igen Alkohol 
wurden die Abklatschpraparate aus der Schwarmzone 1!/, Std in einer 0,5% igen 
Losung von P,O, - 24 WO, + xH,0 (gelést in 70% Alkohol) belassen. 


Der Erfolg ist gering. Eine wesentliche Kontraststeigerung der fadigen 
Substanz in den Nucleoiden ist nicht auszumachen. Lediglich die Geifeln 
treten nunmehr auch im Diinnschnitt hervor, wenn auch infolge der 
Praparation die Windungen verschwunden sind (Abb. 4). Von einem 
Basalkorn fehlt jede Spur. 


1 Ahnliche Beobachtungen beschreiben KuLLENBERGER u. Ry TER (1956) in Zellen 
yon £. coli: Die Bakterien zeigen nach der Behandlung mit Lanthannitrat im Innern 
der ,,Kernvacuolen‘ gleichmaBig verteilte Fadenstrukturen (Durchmesser 40 bis 


70 A). 
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Zur Morphologie der Hellzone kann man daher zusammenfassend 
sagen: 1. Durch die verwendeten Kontrastierungsmittel ist die »,Kern- 
vacuole“ nicht ,,elektronenfarbbar‘‘. — 2. In ihrer Elektronendichte 
gleicht sie in allen Fallen etwa dem Einbettungsmittel des Diinnschnitts. 


Abb. 4. Liingsschnitt durch Schwiirmzellen von Proteus (Plattenkultur, 
Kontrastierung mit Phosphorwolframsiure). Vergr. 21 700mal 


Daraus sowie aus dem weiter unten beschriebenen Verhalten der Faden 
bei starker Zellvermehrung in Fliissigkeitskulturen muB gefolgert werden, 
daB die ,,Kernvacuole™ leer ist (abgesehen von Wasser und Salzen in 
lebenden Zellen) und die DNS in den dunklen, faidigen Strukturen ge- 
sucht werden muf. 


B. Die Verteilung feulgenpositiver Bereiche 


in Zellen aus Fliissigkeitskulturen 
1. Préparation 

Mit einer 24 Std alten Fliissigkeitskultur (synthetisches Nahrsubstrat nach 
BELOsERSKI 1939, ohne Agar) wurden 10 cm*-Reagensglas-Ansiatze gleichen Nahr- 
substrates beimpft und 21 Std lang bei 22°C bebriitet, so daB die Mitte der logarith- 
mischen Wachstumsphase erreicht war. Durch Zentrifugieren (20 min bei 1500 U/min) 
wurden die Bakterien von der Nahrlésung getrennt. Fixation: 80 min in 1% iger, 
gepufferter OsO,-Lésung bei + 2°C. Nach Abtrennung der Fixierlésung durch 
Zentrifugieren wurden die Bakterien 3mal je 30 min in Phosphatpuffer (px 7,2) 
gewaschen, sodann dehydriert und eingebettet. Polymerisation bei 80° C. Her- 


stellung von Diinnschnitten und ihre Untersuchung im Elektronenmikroskop wie 
S. 18 beschrieben. 
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2. Innenstrukturen bei Kultivierung in synthetischem 
Ndhrsubstrat 


Im Bakterienplasma liegen, scheinbar regellos verteilt, elektronendichte 
Faden. Sie sind jeweils von einem mehr oder weniger schmalen, hellen 
Saum umgeben, welcher in seiner Dichte der bei Plattenkulturen be- 
obachteten, oben beschriebenen ,,Kernvacuole“‘ entspricht (Abb. 5). 
Ageregationen der Faden zu kompakten Innenkorpern sind zwar ab und 
zu sichtbar, doch erreichen 
sie in keinem Fall die Aus- 
mabe der bei oberflichen- 
kultivierten Bakterien ge- 
fundenen Strukturen. Das 
mag auch der Grund sein 
fiir den unterschiedlichen 
Ausfall der Feulgen-Reak- 
tion, bei der eine teils dif- 
fuse, teils distinkte Anord- 
nung der feulgenpositiven 
Substanz auftritt (PREus- 


SER 1958). 
Die Dicke der Faden : 
kann gemessen werden. Da &. == sls li. 
von jedem Faden nur ein Abb. 5. Proteus vulgaris (logarithmische Wachstumsphase, 


craks a : synthetisches Nahrsubstrat). Fadenarten: 
relativ kurzes Ende sichtbar Typ A (etwa 160 A Durchmesser), Typ B (etwa 230 A 


ist, wird von jedem deutlich Durchmesser), PLU a ae Durchmesser). 
erkennbaren Fadenstitick wert ; 
der Durchmesser bestimmt. Man kann dabei 3 Gruppen unterteilen: A mit 
156 A, B mit 229 A und C mit 303 A Durchmesser. Uber die Anzahl 
der einzeln gemessenen Fadenstiicke, die Extremwerte und die Streuung 
gibt, ebenso auch fiir die folgenden Versuche, Tab. 1 (8.26) Auskunft. 
Die unter diesen Bedingungen gewachsenen Bakterien zeigen demnach 
Innenstrukturen, die erheblich von jenen der auf Platten kultivierten 
Organismen abweichen. BrrcH-ANDERSEN, MAALoE u. SJOSTRAND (1953) 
beschreiben in Schnitten durch #. coli eine stark ausgepragte ,,Kern- 
vacuole“ vornehmlich in der logarithmischen Wachstumsphase der Bak- 
terien, wahrend in der Ruhephase eine groéfere Anzahl kleiner Vacuolen 
sichtbar wird. Nach Ansicht dieser Autoren ist das Kulturalter fiir die 
Ausbildung von Bereichen geringer Elektronendichte von Bedeutung. 


3. Innenstrukturen von Bakterien 
aus verschiedenalten peptonhaltigen Kulturen 


Die Bakterien wurden in Erlenmeyer-Kolben mit 50 em? Nahrlésung (Pepton 
S 1%, Liebigs Fleischextrakt 1%, NaCl 0,5%, aqua dest.) bei 37°C kultiviert. Das 


26 H.-J. PREUSSER: 

Untersuchungsmaterial stammt aus der logarithmischen Wachstumsphase (4 Std), 
dem Beginn der Ruheperiode (7 Std) sowie der Ruheperiode selbst (24 Std). Siehe 
Abb. 6. 


Tabelle 1. Durchmesser der elektronendichten Faden in Zellen von Pr. vulgaris aus 
Fliissigkeitskulturen verschiedenen Alters 


, kl tadi - besser 2 0 z Extremwerte 
ai stre antwick a urchm, —— = 
Nahrsubstrat Entwicklungsstadium d Ae ery (A) 
synthetisch log-Phase 156 | + 48 | 23 118 184 
(BELO- (21 Std bei 22°C) 229 | + 4,4 5 211 250 
SERSKT) 303 Ses LOST. 3 290 324 
peptonhaltig log-Phase 152 + 4,1 31 108 174 
(4 Std bei 37°C) 220 + 65,5 14 200 260 
322 + 8,5 12 303 386 
peptonhaltig | Beginn der 147 + 3,6 28 119 180 
Ruheperiode 219 | + 5,2 10 205 243 
(7 Std bei 37°C) 
peptonhaltig | Ruheperiode | 146 + 3,5 38 113 174 
(24 Std bei37°C) | 210 + 7,2 6 194 242 


Trotz dem unterschiedlichen Kulturalter zeigen sich hinsichtlich der 
Fadenverteilung im Bakterienplasma keine Verschiedenheiten (Abb. 7 
bis 9). Auch hier kénnen in keinem Wachstumsstadium echte ,,Kern- 

vacuolen™ beobachtet werden! 

10. a Sieg PROS, Sorcerer, 
te { Rrprpet 1957). 

i / Dickenmessungen der Faden 

i ergeben ebenfalls je nach dem 

| Kulturalter bemerkenswerte 

| Unterschiede. Man findet, ahn- 

ey, lich wie oben fiir synthetisches 

Nahrsubstrat beschrieben, 3 

a me NSLS ber ees Ws00 verschiedene Fadendurchmes- 

ie fatlek creas 25 ser: Der Fadentyp A kommt 

Abb. 6. Wachstumskurve von Pr. vulgaris samieuntp co: ° elt 

(50 cm*-Ansiitze, peptonhaltiges Substrat, 37°C) Wachstumsstadien vor, B u. C 

vornehmlich in der Haupt- 

wachstumsperiode (Tab. 1)*. Die Faden sind zumeist von einem schmalen, 

hellen Saum (dem Rest der ,,Kernvacuole“) umgeben., 


Keimzah// ccm 
Ss 


eHerstelling von Dunnschiitien 


* Vorliegende Befunde beziehen sich auf Zellen von Pr. vulgaris aus Ruhe- 
kulturen. Uber die verschiedenartige Ausbildung von ,,Kernvacuolen“ in Bakterien 
aus Schiittelkulturen (bessere O-Versorgung) soll spater berichtet werden. 

* Unterschiedliche Durchmesser von Chromatinfaden im Verlauf des Wachstums 
in Flissigkeitskulturen wurden auch von CHAPMAN u. KROLL (1957) in Zellen yon 
Spirillum serpens beobachtet. 
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Abb. 9. Schnitt durch Proteus-Zellen aus der Ruheperiode. Vergr. 57 000mal 


8 
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Diese Befunde kann man folgendermaBen deuten: Da ein Schnitt durch 
ein Zentrifugat aus der logarithmischen Wachstumsperiode Zellen der 
verschiedensten Teilungsstadien enthalten muB, so miissen unterschied- 
liche Fadenstiirken von der Vermehrung dieser Gebilde herriihren. 'Trifft 
diese Annahme zu, dann sollten auch Doppelfaden zu finden sein. Tat- 
siichlich ist das gelegentlich der Fall (Abb. 10). Bei den etwa 220 A 
dicken Faden, die vornehmlich im Zeitraum starkster Zellvermehrung 
auftreten, sollte es sich um Faden doppelter Querschnittsflache handeln 
(2 Faden von je 150 A Durchmesser 
miissen, wenn sich ihre Massen vereinen, 
einen um y2 dickeren Faden ergeben 
[ScHLoTEe, miindl. Mittlg.]). Den Durch- 
messer von etwa 320 A kann man ent- 
sprechend aus der Vereinigung von 4 Faden 
zu je 150 A Dicke erklaren. 


Unterschiedliche Durchmesser fiir Faden, die 


4 er im Innern von Chromosomen findet, beschreibt 
4 DE Ropertis (1956) nach Untersuchungen von 


friiher Prophase, spater Prophase und Metaphase 
in Spermatocyten I. Ordnung der Heuschrecke. 
Wahrend der Autor in der friihen Prophase einen 


_Abb. 10. ‘ mittleren Durchmesser der Fiiden von 47 A an- 

Doppelfaden in Proteus vulgaris aus : : - 3 2 a 
logarithmischer Wachstumsphase gibt, liegen die Werte in der spaten Prophase 
(Durchmesser der Fadenstrukturen und der Metaphase im Mittel bei 70 A bzw. 100 A. 
je 130 A), Vergr. 58 000mal Auch hier tritt ein Verhaltnis der Fadenstirken 


von 1: y 2:2 auf. 


In diesem Zusammenhang sei auf spindelaihnliche Strukturen hin- 
gewiesen, die wahrend der Teilung von Pr. vulgaris zwischen zwei Toch- 
ter,,vacuolen™ zu finden sind (Abb. 11). Die iibliche Langsorientierung 
der feulgenpositiven Fiiden in den Bakterien (Abb. 9) scheint zum Zeit- 
punkt der Teilung in eine Querorientierung tiberzugehen (Abb. 11). 

Wie beschrieben, fiallt bei einem Vergleich der Innenstrukturen ober- 
flachenkultivierter Bakterien mit jenen aus Zellen von fliissigem Nahr- 
substrat die verschiedenartige Ausbildung der ,,Kernvacuolen“ auf. Da-_ 
gegen andert wihrend des Kulturwachstums die Fadenverteilung im 
Bakterienplasma ihre Konfiguration nicht. Die Beobachtungen von 
Brrow-ANDERSEN, MAALOB u. SJOSTRAND (1953) an E. coli, daB die Aus- 
dehnung der ,,Kernvacuole‘* vom Kulturalter abhangig ist, konnte fiir 
den untersuchten Stamm von Proteus vulgaris damit nicht bestatigt 
werden. Hier sind vielmehr die jeweiligen Kulturbedingungen fiir die 
Form der ,,Kernvacuole“ von grofer Bedeutung. Wahrend in Zellen aus 
peptonhaltigem Flissigkeitssubstrat die Faden regellos im Plasma ver- 
teilt liegen — sie werden zumeist von einem mehr oder weniger schma- 
len, hellen Saum umgeben — deutet sich in Bakterien aus synthetischem, 
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asparaginhaltigem Nahrsubstrat durch einen verbreiterten Saum ge- 
ringer Elektronendichte, der jeden Faden umegibt, schon ,,Kernvacuolen‘‘- 
bildung an. In oberflichenkultivierten Organismen nimmt schlieBlich 
eine einzige so entstandene Vacuole, mit der gesamten, zusammen- 
geballten Masse der Faden im Innern, den gré8ten Teil der Zelle ein 
[vgl. das Schema Abb. 12 (S. 30)]. 


Abb. 11. Spindeliihnliche Strukturen verbinden Bereiche geringer Elektronendichte, zwischen denen 
eine diinne Quermembran angedeutet ist. Faden liegen senkrecht zur Liingsachse des Bacteriums. 
Vergr. 56000 mal 


4. Innenstrukturen bei Kultivierung in stark NaCl-haltiger 
Ndéhrstoffquelle 

Es ist bekannt, daB z. B. Na*-Ionen auf EiweiSkolloide einen quellen- 
den Einflu& ausiiben. Méglicherweise beruht der Effekt einer diffusen 
Fadenverteilung also auf einer durch starken Na*-Gehalt des Nahr- 
substrates hervorgerufenen Quellung des Plasma-HiweiBes. Dadurch 
wiirde natiirlich eine Vacuolenbildung verhindert. 

BircH-ANDERSEN u. Murray (1956) setzten Bac. cereus vor der 
Fixation in OsO,-Lésung einige Zeit einer 1-mol Losung von NaCl aus. 
Die Autoren beobachteten bei erhéhter Salzkonzentration ein Ver- 
schwinden der ,,Kernvacuole“. Es war zu priifen, ob sich ein ahnlicher 


) 


& 
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Kinflu8 der Salzkonzentration auf die Bezirke geringer Elektronendichte 
in Zellen von Proteus bemerkbar macht, sofern man die Bakterien in 
stark NaCl-haltigen Nahrsubstraten kultiviert. 


Abb. 12. Die Verteilung feulgenpositiver Fiiden (schematisch). a Bakterien aus peptonhaltigem 
Flissigkeitssubstrat; b Bakterien aus synthetischem (asparaginhaltigem) Fliissigkeitssubstrat; 
¢ Oberfliichenkultivierte Bakterien 


Voruntersuchungen zeigten, daB bei 1,5 mol NaCl-Konzentration des pepton- 
haltigen Flissigkeitssubstrats (Zusammensetzung S. 25, statt 0,59% jetzt 7,3% 
NaCl) gerade noch ein schwaches Wachstum des verwendeten Stammes stattfindet. In 
100 cm$’-Erlenmeyerkolben — wur- 
den nun 50 cm*-Kulturen 1. ohne, 
2. mit 0,5mol NaCl und 3. mit 
1,5 mol NaCl angesetzt, 19 Std bei 
37°C bebriitet und wie vorher 
prapariert, geschnitten und im 
Elektronenmikroskop untersucht. 

Kultur 1 (ohne NaCl): Kine 
regellose Verteilung der Faden - 
strukturen im Bakterien- 
plasma ist fiir Zellen aus Kul- 
turen ohne  NaCl-Zusatz 
typisch. Dabei tritt der Einzel- 
faden zwar in Erscheinung, 
hebt sich aber, da die ,,Kern- 
vacuole vollig fehlt, nur so 
schwach vom Zellplasma ab, 


Abb. 13. Schnitt durch Proteus-Zellen aus einer Kultur ¢ =¥e) ig j . 
ohne NaCl-Zusatz. Vergr, 24000 mal daB es schwer eh ihn zu er- 


kennen! (Abb. 13). 
* Das vollige Fehlen elektronenheller Bereiche im Zellplasma wird méglicherweise 


durch die Kultivierung in NaCl-freier Nahrlésung hervorgerufen (die Kulturen der 
Abb. 8 u. 9 wuchsen in Gegenwart von 0,5% NaCl). 
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Kultur 2 (0,5 mol NaCl): Die fadenformigen Zellbestandteile er- 
scheinen als mehr oder weniger zusammengeballte, kontrastreiche Kor- 
per, die in Bereichen geringer Elektronendichte liegen (beginnende ,,Kern- 


vacuolen“bildung; Abb. 14). 

Kultur 3 (1,5 mol NaCl): 
Bakterien aus einer Kultur mit 
1,5 mol NaCl zeigen im Schnitt 
eine ausgesprochene ,,Kern- 
vacuole“, wie sie schon bei 
Dinnschnitten — oberflachen- 
kultivierter Bakterien _ be- 
schrieben wurde. Die fadige 
Beschaffenheit der elektronen- 
dichten Strukturen ist ge- 
legentlich noch zu _ beobach- 
ten (Abb. 15). 

Wahrend also Brron-An- 
DERSEN u. Murray (1956) in 
Zellen von #. coli, die vor 
der Fixation in 1 mol NaCl- 
Lésung belassen wurden, ge- 
geniiber unbehandelten Pra- 
paraten ein Verschwinden der 
,.Kernvacuole“ bemerkten, 
wird nach den eigenen Be- 
funden in Zellen von Proteus 
der umgekehrte Effekt erzielt, 
sofern man die Bakterien 
direkt in stark NaCl-haltigem 
Substrat kultiviert. Eine Ent- 
quellung des Bakterienplasmas 
kann in diesem Fall demnach 
nicht die Bildung von ,,Kern- 
vacuolen™ auslésen. 


C. Grenzschicht zwischen 
,, Kernvacuole* 
und Bakterienplasma 


Brrcou-ANDERSEN, MAALGE 
u. Ss6sTRAND (1953) wiesen 


Abb. 14. Schnitt durch Profeus-Zellen aus einer Kultur 
mit 0,5 mol NaCl-Zusatz. Vergr. 30000mal 


ait 6 


Abb. 15. Schnitt durch Proteus-Zellen aus einer Kultur 
mit 1,5 mol NaCl. Vergr. 24000 mal 


darauf hin, da® der Begriff ,,Bakterienkern™ fiir die Vacuole nicht an- 
gewendet werden darf, da bisher in keinem Fall eine Kernmembran 


beobachtet werden konnte. 
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Nach eigenen Befunden kénnen die in oberflachenkultivierten Bak- 
terien sowie in Zellen aus stark NaCl-haltigen Nahrlésungen sichtbaren 
Bereiche geringer Elektronendichte durch eine Grenzschicht vom um- 
gebenden Plasma abgesetzt sein (Abb. 16). Diese, aus Aneinanderlage- 
rung zahlreicher dunkler Granula gebildete Schicht in Analogie zu den 


Abb. 16. Schnitt durch Bakterien aus einer Kultur mit 1,5 mol NaCl-Zusatz. 
Grenzschicht zwischen ,, Kernvacuole“‘ und Bakterienplasma. Vergr. 37 500 mal 


Kernmembranen hdéherer Organismen eine echte Kernmembran zu 
nennen, ware jedoch wenig gliicklich, da hier niemals die dort stets vor- 
handene doppelte Konturierung beobachtet wurde. 


SchluBbetrachtungen 
I. Vergréperungsbestimmung 

Die Arbeit wurde mit einem Siemens-Ubermikroskop (WM 21, Baujahr 
1939) angefertigt. Da urspriinglich Rastenschalter fehlten, betrug die 
MeBgenauigkeit nur etwa 10%. Sie wurde mit Einbau einer Durchfocus- 
einrichtung, die Stufenschaltung in Objektiv und Projektiv enthalt 
(ScHLoTH 1958), soweit verbessert, daB jeder Vergr6Berungswert auf 
weniger als + 5%, reproduzierbar ist. Durch verschiedene Linsenfehler 
bedingt, liegt die Auflésungsgrenze des Gerats bei 60 A. 

Schrumpfungen der Priparate bei Dehydrierung und Kinbettung 
sowie der Schnitte im Elektronenstrahl bewirken eine Verkleinerung der 
Objekte von etwa 10° (vgl. Baur, BLoom u. FRIBERG 1957). Da alle 
Diinnschnittpraparate praktisch gleich behandelt wurden, so konnen die 
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Me8werte untereinander verglichen werden, sind jedoch nicht als Absolut- 
werte aufzufassen. 


Zur VergréBerungsbestimmung dienten Latex-Partikel (Durchmesser 
0,138 1). 


2. Diskussion der Ergebnisse 


Nach Untersuchungen von Brrcu-ANDERSEN, Maatoz u. SJOsTRAND 
(1953) ist bei H. coli die ,,Kernvacuole“ je nach dem Alter einer Flissig- 
keitskultur verschieden stark ausgebildet. Auch PrekarsKt u. Grns- 
BRECHT (1956) sowie PrrKarsKi u. Pontrert (1956) finden in fliissig- 
keitskultivierten Zellen von Bac. megaterium bzw. E. coli groBe ,,Kern- 
vacuolen™ im Zellinnern. Bei Protews vulgaris liegen nach den hier be- 
schriebenen Beobachtungen die Dinge anders. 

Sofern das Bakterium in nicht geschiitteltem fliissigem peptonhaltigem 
Nahrsubstrat wachst, ist die feulgenpositive Substanz regellos im Bakte- 
rienplasma verteilt. Elektronenmikroskopisch finden sich — im Bereich 
des MeBfehlers — Faden von 150, 150. 2 =~ 220 und 2-150 = 300 A 
Durchmesser, die entweder unmittelbar an das umgebende Bakterien- 
plasma grenzen oder von diesem durch einen Bereich geringer Elektronen- 
dichte getrennt sind. Dagegen weisen oberflachenkultivierte Zellen scharf 
voneinander getrennte feulgenpositive Bereiche auf (Lichtmikroskopie 
PREUSSER 1958) bzw. im Diinnschnitt ,,Kernvacuolen® mit elektronen- 
dichter, fadiger Substanz im Innern. Aber auch die Verteilung der Faden 
in fliissigkeitskultivierten Zellen 1aBt sich dahingehend andern, da die 
Bakterien Nucleoide mit groBen ,,Kernvacuolen™ enthalten. Man muB 
dazu die Zellen in stark NaCl-haltigen Nahrsubstraten wachsen lassen. 
Je nach Konzentration des NaCl finden sich alle Ubergangsformen zwi- 
schen echter ,,Kernvacuole‘ und diffuser Verteilung der Faden im 
Bakterienplasma. 

Hier mu8 zunachst die Frage geklart werden, inwieweit die abgebilde- 
ten Strukturen Artefakte darstellen kénnen, welche durch die Prapara- 
tion hervorgerufen werden. Als ,,Artefakt* soll dabei das bezeichnet wer- 
den, was durch die Abtotung der lebenden Zelle und die Nachbehandlung 
bis zum fertigen Elektronenbild strukturell verandert wird. Insbesondere 
die Fixationsartefakte waren eingehend zu besprechen. Alle auf die 
Fixierung folgenden Veradnderungen des Objektes — Schrumpfung bei 
der Dehydrierung und Einbettung, ZerreiBungen durch den Polymeri- 
sationsvorgang des Einbettmittels, das Zusammensintern feinster Struk- 
turen im Elektronenstrahl, sofern die Strahlintensitat zu stark erhoht 
wird — sind in einer Reihe von Arbeiten anderer Autoren (z. B. MAALoE 
u. Brron-ANDERSEN 1956) an verschiedenen Objekten untersucht wor- 
den, seither deutbar bzw. vermeidbar und kénnen hier unberiicksichtigt 


bleiben. 
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Um auf Artefakte schlieBen zu kénnen, muB8 die Struktur der lebenden 
Zelle bekannt sein. Die fiir derartige Vergleiche tblichen Methoden 
(Polarisationsmikroskopie, Herstellung von Roéntgendiagrammen usw.) 
lassen sich bei Bakterien nicht anwenden, weilihre Zellen keine kristalloiden 
Strukturen enthalten. Auch das Phasenkontrastverfahren mu versagen, 
weil sein Auflésungsvermégen nicht ausreicht. 

Damit sind die oben beschriebenen chromonemaahnlichen Faden 
selbst einer direkten Beobachtung im Leben nicht zuginglich. Jedoch 
kann man summarisch die Verteilung der feulgenpositiven Substanz 
in Beziehung setzen zur Anordnung der Nucleoide im Phasenkontrast 
und dies vergleichen mit den Befunden an Dinnschnitten. So betonen 
Knox u. Zapr (1954), daB die an lichtmikroskopischen Lebendprapara- 
ten zahlreicher grampositiver Bakterien bei Phasenkontrastbeobachtung 
aufgefundenen Hellzonen auch elektronenmikroskopisch bei der Durch- 
strahlung von Totalpraparaten als Bereiche mit geringer Elektronen- 
dichte sichtbar werden. Es steht wohl auBer Zweifel, daB man diese Zonen 
in Diinnschnitten dann als ,,Kernvacuolen* wiederfindet. 

Wenn auferdem die nach Fixation und Farbung erhaltene Verteilung 
der feulgenpositiven Substanz von der im Phasenkontrast dargestellten 
Verteilung der Hellzonen nicht abweicht, dann miiBten die regellos in 
der Bakterienzelle verteilten elektronendichten Faden, deren Dicke zu- 
dem sehr gleichformig ist und nur je nach Kulturalter gesetzmaBig mit 
V2 variiert, ebenfalls DNS enthalten. Diese fadenférmigen Zellbestand- 
teile scheinen aus einer elektronendichten Hille mit heller Seele zu be- 
stehen. Ahnliche Beobachtungen wurden von Ris (1956) bei Schnitten 
durch Antheren von Liliwm longiflorum gemacht. Es ist méglich, daB 
es sich in beiden Fallen um Strukturen handelt, die in Analogie zuein- 
ander stehen. Man wird bei den in Bakterien gefundenen Faden jedoch 
erst dann von Chromosomen sprechen kénnen, wenn der Mitosecyclus 
eindeutig geklart ist. Chemische Untersuchungen iiber den Teilungs- 
mechanismus von Bakterienchromosomen wurden von DE LAMATER 
(1956) an Bac. megateriwm und £. coli durchgefiihrt, doch ist, wie aus 
den eigenen Befunden hervorgeht, auch auf iibermikroskopischem 
Wege eine Klarung dieser Frage durchaus méglich. Ansatzpunkte hierfiir 
bilden spindelahnliche Strukturen in Teilungsstadien von Proteus. 

Die Entmischung der feulgenpositiven Substanz, die nach Kultivie- 
rung der Zellen in 1,5 mol NaCl enthaltender Nahrlésung eintritt, ist 
kein Artefakt, sondern ein biologisches Phanomen. Sie mag mit einer 
verringerten Vermehrungsfaihigkeit der Bakterien einhergehen. Ent- 
scheidend ist jedoch die Tatsache, daB sich die Zellen uberhaupt in dieser 
Nahrlosung weiter vermehrt haben. Der Mechanismus der identischen 
Reproduktion der Kernsubstanz hat also unter diesen Kulturbedingun- 
gen noch nicht versagt, so da man in lebenden Bakterien je nach den 
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Kulturbedingungen eine unterschiedliche Verteilung der feulgenpositiven 
Substanz annehmen muB!. 

Die knauelartige Anordnung der elektronendichten Faden im Innern 
der ,,Kernvacuolen“, die vielen Autoren bisher ein Abmessen der Faden 
verwehrte, dirfte auf eine Zusammenballung wihrend Fixation und 
Nachbehandlung zuriickzufiihren sein. Dafiir sprechen die Kontrastie- 
rungsversuche mit Lanthannitrat und Phosphorwolframsaure. Man ge- 
winnt den Eindruck, als ob die Kernfaden lebender Zellen mehr oder 
weniger frei in der ,,Kernvacuole‘‘ herumschwimmen, durch die Fixie- 
rung jedoch zusammengeballt werden und sich in der Nachbehandlung, 
je nach der Aufladung, welche sie durch Kontrastiermittel und andere 
Ionen erfahren, in wechselndem Grade wieder auflockern kénnen. 

Es kann noch nicht gesagt werden, wie sich das DNS-Modell von 
Watson u. Crick (1953), welches Fadenstirken von nur 20 A Durch- 
messer liefern sollte, zu den hier aufgefundenen verhaltnismaBig hohen 
Fadendurchmessern verhalt. Weitere Befunde hochauflésender Elek- 
tronenmikroskopie zu diesem Problem sind daher abzuwarten. 

Nach diesen Ergebnissen erscheint es angebracht, den Begriff ,,Nu- 
cleoid“ nicht uneingeschrankt bei Bakterien anzuwenden. So distinkte 
Strukturen, daB man sie Nucleoid nennen kénnte, treten nur unter ganz 
bestimmten Kulturbedingungen in den Zellen auf, konnen jedoch nach 
Anderung des Kulturmilieus fehlen. Es ist morphologisch keinerlei Ana- 
logie zu Kernen héherer Organismen vorhanden. Man sollte daher nur 
mit grofen Vorbehalten von kernahnlichen Strukturen sprechen. Mit 
dem Begriff ,,offener Zellkern*‘? wiirde man wohl am besten die ver- 
schiedenartige Verteilung feulgenpositiver Substanz veranschaulichen, 
wie sie in Zellen des untersuchten Stammes von Proteus vulgaris an- 
getroffen wurde. 

In Zellen aus Plattenkulturen sind in jedem Fall ,,Nucleoide“ sichtbar. 
Es miiBte hier in erster Linie die Ionenkonzentration in dem dimnen 
Flissigkeitsfilm an der Agaroberflache gepriift werden, in welchem sich 


1 Zusammenballungen von Bakterien-Chromatin zu elektronendichten Kérpern 
fanden auch WHITFIELD u. Murray (1956) bei Kultivierung verschiedener Bakterien 
unter extremen Bedingungen (hohe Salzkonzentration, tiefe Temperatur, UV-Be- 
strahlung, Nahrstoffmangel usw.). Solche Aggregationen in Bakterien kénnen ohne 
Verlust der Lebensfahigkeit ausgelist und z. B. durch Anderung der Ionenzusammen- 
setzung des Nahrsubstrates wieder riickgingig gemacht werden. 


2 Dieser Begriff wurde schon von Hizronymvus (Beitr. z. Biol. d. Pfl. 5, 480, 1892) 
fiir die Verteilung des Chromatins in Alteren Zellen von Cyanophyceen gepragt. Der 
Autor beobachtete in jungen Zellen von Oscillatorien einen véllig abgeschlossenen 
und abgerundeten Zellkern, den er als ,geschlossenen Zustand‘‘ bezeichnete. In 
alteren Zellen zeigte sich eine Auflockerung des Fadens, der den ,,Centralkérper“ 
bildet, und seine Verbreitung durch das ganze Zellplasma. In diesem Fall spricht 
Hieronymus von einem ,,offenen Zellkern“. 

3* 
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die Bakterien bewegen. AuBerdem kénnte eine Plattenkultivierung bei 
unterschiedlicher Wasserdampfspannung Hinweise zum Problem der 
Vacuolenbildung liefern?. 


Zusammenfassung 


1. Diinnschnitte durch Proteus vulgaris nach Plattenkultivierung: 

a) Es wird eine Praparationsmethode beschrieben, die Langsschnitte 
durch Schwarmzellen zu machen gestattet. 

b) In allen Entwicklungsstadien sind ,,Kernvacuolen™ mit stark zu- 
sammengeballten, elektronendichten Faden im Inneren sichtbar. Die 
chemische Natur der fadenférmigen Zellbestandteile wird diskutiert. 

c) In Schwarmzellen betragt der Abstand der ,,Kernvacuolen* von- 
einander 0,94 + 0,02 u. Er ist also im Bereich des Fehlers der gleiche 
wie der der lichtmikroskopisch nachgewiesenen feulgenpositiven Be- 
reiche. 

d) Durch Lanthannitrat werden die Innenstrukturen der Zellen ver- 
andert. 

e) Phosphorwolframsaure ruft keine Kontraststeigerung der faden- 
formigen Zellsubstanz hervor, macht jedoch die GeiBeln auch im Diinn- 
schnitt sichtbar. 


2. Dinnschnitte durch Proteus vulgaris nach Fliissigkeitskultivierung : 

a) Elektronendichte Faden liegen regellos im Plasma verteilt. Licht- 
mikroskopisch zeigt sich eine gleichmaBig positive Feulgen-Reaktion der 
ganzen Zelle (PREUSSER 1958). 

b) In der Ruheperiode der Kultur betragt in den Bakterien der 
Durchmesser eines Fadens etwa 150 A. Neben Faden dieser Dicke 
treten — besonders in der logarithmischen Wachstumsphase — Faden- 
strukturen mit doppelter und vierfacher Querschnittsflache sowie 
Doppelfaden auf. 

c) Es werden bei sich teilenden Bakterien spindelahnliche Strukturen 
beschrieben. 

d) Durch Kultivierung der Bakterien in Substraten mit steigendem 
NaCl-Gehalt kann ein kontinuierlicher Ubergang von regelloser Faden- 
verteilung im Bakterienplasma zu distinkten ,,Kernvacuolen‘ erzeugt 
werden. 

Ausgefithrt mit Unterstiitzung durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft und 
die Géttinger Akademie der Wissenschaften. 


Vom Hygiene-Institut der Universitat Gottingen wurde mir der Stamm 456 von 
Proteus vulgaris freundlicherweise zur Verfiigung gestellt. 


1 PIETSCHMANN ue Rippet (1932) beobachteten bei oberflachenkultivierten 
Zellen von Bac. mycoides eine diffuse positive Feulgenreaktion. Es scheint daher 


angebracht, vorliegende Befunde nicht uneingeschrankt auf andere Bakterienarten 
zu iibertragen. 
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Physiology of the Cell Surface of Neurospora Ascospores 
Entrance of anions and non-polar compounds* 


By 
A. SUSSMAN, R. HOLTON and BERTA VON BOVENTER-HEIDENHAIN 


With 8 Figures in the Text 
(Eingegangen am 23. September 1957) 


In connection with studies of dormancy in ascospores of Neurospora 
tetrasperma, the changes in their permeability after activation have been 
investigated. In a previous publication (Lowry et al. 1957), the adsorption 
of cations to the cell surface has been described. The penetration of 
cations, as judged by their effect upon respiration and germination, did 
not occur until almost two hours after activation. This was true for 
inorganic cations like Agt, UO,** and Cut* as well as for organic ones 
like polymyxin-B. These materials were excluded from those sites within 
the cell which were sensitive to them and were only adsorbed just before 
the first visible signs of germination could be detected. Support for these 
conclusions derives also from studies of the electrophoretic mobility of 
these cells wherein it has been shown that they possess a strong negative 
charge (Lowry and Sussman, unpublished). The work to be reported 
below was undertaken in order to supplement the data on the uptake of 
cations with information concerning the penetration of anions and of 
certain non-polar compounds. 


Materials and Methods 


Ascospores were obtained largely as described by Gopparp (1935); however, 
strains 377.4 and 377.5 were crossed and grown at 27° C. After being harvested, the 
ascospores were stored in a cold-room at 4° C. Activation was usually accomplished 
by heating at 58° C for 10 to 20 minutes in a thermostated water bath. Such techniques 
as the estimation of ascospore concentration, incubation of spores after activation, 
and the procedures used in counting the percentage germination were as described 
in SussMAN (1954). Unless otherwise noted, a final concentration of 0.5 mg. of asco- 
spores per ml. was used. 

Respirometric measurements were performed as described by Umsrerr, Burris 
and STAUFFER (1949). In general a total of 1.2 ml. of fluid was used in Warburg 
vessels of approximately 7 ml. capacity. Into each vessel 0.9 ml of distilled water 
were pipetted, and then either 2.0 mg. of activated or 9.0 mg. of dormant ascospores 


* This work was made possible by a grant from the Michigan-Memorial Phoenix 


Project of the University of Michigan to whom the authors would like to express 
their gratitude. 


Physiology of the Cell Surface of Neurospora Ascospores 39 


were added; 0.1 ml. of the substance to be tipped were added from the sidearm. 
The 20% (w/v) KOH used as an absorbent for CO, comprised the rest of the volume 
and was added to the well in the main compartment of the vessel. In the experi- 
ments, wherein anaerobic conditions were imposed, a gas mixture of 95°% nitrogen 
and 5% CO, was used. This mixture was freed of oxygen by being passed over hot 
reduced copper turnings before use. 

The chemicals used in these experiments were of reagent grade. Sodium fluoro- 
acetate, obtained through the courtesy of Dr. Taroporr Bropy, Department of 
Pharmacology, University of Michigan, was recrystallized twice from alcohol before 
being used. Monochloroacetic and dichloroacetic acid were obtained through the 
courtesy of Kay-Fries Chemicals, Inc., New York 16, N.Y. The 5-nitro-2-furfuryl 
methyl ether used in these experiments was obtained through the cooperation of 
Dr. Joun YuRCHENKO of the Eaton Laboratories, Norwich, N.Y. 

Fluoride was analyzed by the method of Hunrsr, MacNutry and Terry (1953), 
wherein the bleaching of an aluminium-hematoxylin lake was studied spectrophoto- 
metrically at 570 w. 

P*? determinations were made by means of an end window counter and scaler, 
and enough counts were made to assure less than 2% counting error. The aluminium 
planchets contained 0.3 ml of the dried sample. Phosphorus concentrations were 
determined by the method of Fiskn and SupBarow (1925). 


Results 

The effect of various anions upon the germination of ascospores of 
NV. tetrasperma was studied by mixing 1 ml. of a suspension containing 
1 mg. of spores per ml. with an equal volume of various concentrations of 
the anion to be tested. Incubation of the spores and the determination of 
the percentage germination were done in the usual way; the results are 
outlined in Table 1. The data show the toxicity of cyanide, azide, 
fluoride, cysteine und dichloroacetic acid, which are effective at concen- 
trations greater than 1-10-4m. The rest of the substances used are 
about one-tenth as effective as these. 

That cations are adsorbed on the surface of dormant ascospores 
and do not gain access to sensitive sites in the cell until germination 
occurs has been shown by Lowry et al. (1957). To test the effect 
of anions, a suspension of dormant ascospores was mixed with 
an equal volume of various concentrations of the toxic anions used 
in the experiment described above. In order to insure that no disso- 
ciation occured, the solutions of the poisons were made up in 0.1 n 
HCl and the ascospores were exposed to these substances for varying 
periods of time. (It had previously been determined that dormant cells 
are not affected by incubation in 0.05 n HCl, which was the final concen- 
tration in the mixtures after the ascospores had been added.) Thereupon, 
the spores were washed free of the poisons by 4 rinses of distilled water, 
activated, incubated, and the percentage germination determined as 
before. The data in Table 2 disclose that in all cases more poison is 
needed to prevent germination of the dormant than of the activated 


spores. 
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Some insight into the kinetics of fluoride inhibition was sought by 
exposing dormant ascospores to various concentrations of this substance 
for varying intervals of time. In order to remove the residual fluoride, the 
spores were rinsed in 3 changes of destilled water, after which they were 
activated and incubated. Table 3 provides the results, which indicate 
that, when 1 - 10-2 m is used, enough of the poison is taken up in 10 mi- 
nutes to insure complete toxicity. On the other hand, when 1 - 10-3 m 
is used, an hour or more is required in order to achieve the same amount 
of toxicity. 


Table 1. Toxicity of anions after continual incubation 
with activated ascospores of N. tetrasperma 


The poisons were dissolved in water and mixed with the spores after activation 


Substance lee ; Lara Substance | Soo y : ean 
sodium azide Tels 0 | acetic acid bee ad Oa 0 
io gD 78 ioe Kee 84 
1-10 90 | sodium arsenite howilee 0 
sodium fluoride PPL Ose 0 1 107os Sele 4 
sodium 1-10-47 9200 
fluoroacetate 1-10 0 | propionic acid 1-10 0 
formic acid 1°-)10=2 0 1-103 | 94 
tee Ome 86 | butyric acid b> AGc? align 
formaldehyde ‘Lov 801 1% 105° 3 evo 
Ae OS 93 | l-cysteine a Oat 0 
monochloroacetic Ors 0 
acid al oak 94 | potassium bed O52 ct ra) 
dichloroacetic Li. 105" 0 eyanide es ae 661 
acid 1- 10-* 0 eS le ieee 
1 94 


1 Germ buds only, no germ tubes formed. 


This experiment was repeated with sodium azide and sodium fluoro- 
acetate in 0.1 n HCl; the results (Table 4) suggest that these substances 
penetrate the dormant ascospores more slowly than does fluoride. 

Superficially, at least, the results obtained with fluoride and other 
toxic anions resemble those reported with cations. That is, the toxicity of 
the anions was much greater when activated cells were continually 
incubated in the substances than when only dormant cells were treated. 
It was therefore of interest to consider the possibility that anions, like 
cations, are bound to the surface of the ascospores. 

One approach to this question was to attempt to remove the toxicity 
by eluting the anion. If these materials were bound to the surface of the 
cell, such elution should have been feasible. Consequently, ascospores 
were incubated in acidified 1 - 10-2 m sodium fluoride for 30 minutes and 
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afterwards washed free of fluoride and resuspended in 0.1 m solutions of 
various halogen salts for 30 minutes. These were removed as before, and 
the spores were activated and incubated. In no case, including potassium 
iodide, potassium bromide, potassium chloride, calcium chloride, did any 
of the halogens remove the effect of fluoride. 


Table 2. Hffect of treatment of dormant ascospores of N. tetrasperma with acids, prior 
to activation 
The experiments were performed in 0.05 n HCl and the final pq was between 1.5 
and 2.0 unless otherwise noted. After being incubated for the stated time the spores 
were washed free of the poison, activated, and the percentage germination 


determined 
Pubsiance 5 eine te aa eatie 
hydrazoic acid . 1 > 10-2 | 60min 0 
hydrofluoric acid 1- 10-2 10 min | 0 
1 Ona 1 hour 30 
ead Ome 2 hours 0) 
fluoroacetic acid . EELORe 3 hours Haid 
lent Ome 24 hours 0 
ik Oe 3 hours 36 
Ded 24 hours 0 
formic acid . 110,27 30 min 3 
eel Ome 30 min 91 
formaldehyde . det Os 30 min 84 
{et O=t 30 min 96 
monochloroacetic acid ibouloye eaee.bouns 1 
iho aia? | 30min 79 
ret | 24 hours 0 
1-10- | 2hours 81 
dichloroacetic acid . ib ooaly | 24 hours 27 
tf =10° 2hours | 92 
i Selo 24 hours 90 
acetic acid Oe 24 hours 0 
1 - 10° 2 hours 91 
Leo Ge 24 hours 90 
arsenious acid . ; iho Ore 24 hours 90 
malonic acid (px 2.3) . iho Ge 24 hours 95 
propionic acid . il o (Pe | 24 hours 90 
butyric acid . ile ALOE 24 hours 92 
l-cysteine jou 24 hours 92 


Influence of pq. It had been noted in previous experiments that the 
pu had a marked influence upon the toxicity of acetate (SussMAN 1954) 
toward ascospores of 1. tetrasperma. In order to determine whether such 
an effect was general for anions, experiments were carried out with 
fluoride wherein the, pp of 2- 10-2 m and 2 - 10-* m solutions was varied 
by the use of NaOH. Equal volumes of these solutions and of dormant 


42 A. Sussman, R. Hotton and Berta von BOvENTER-HEIDENHAIN 


Table 3. Effect of fluoride wpon the germination of ascospores of N. tetrasperma 
A final concentration of 0.5 mg. of ascospores per ml. was incubated for various 
times with sodium fluoride. The residual fluoride was removed by 3 rinses in 
distilled water, after which the ascospores were activated and incubated in distilled 
water. All solutions of the poison were made up in 0.1n HCl, and controls were run in 
the same concentration of acid without the poison 


Time of incubation percentage germination in the following concentrations of NaF 
in poison > " l ere 
(minutes) 1-107? m 1°10-?m | told Oren ty | control 

10 0 96 | 96 | 95 
20 0 85 95 | 95 
30 0 51 | 95 90 
60 0 3 | 94 92 
10 0 94 | 89 on: 
20 0 81 | 92 | 94 
30 0 67 87 91 
60 0 6 93 | 93 
120 0 1 | 95 95 


Table 4. Effect of fluoroacetic acid and hydrazoic acid wpon germination 
of ascospores of Neurospora tetrasperma 
A final concentration of 0.5 mg. of ascospores per ml. was incubated for various 
times in several concentrations of each inhibitor. The residuum was removed by 
3 rinses in distilled water, after which the ascospores were activated and incubated 
in distilled water. All solutions of the poisons were made up in 0.1n HCl, and 
controls were run in the same concentration of acid without the poison 


Time of incubation | percentage germination 
in poison 
(minutes) 1°10-?*m 1-:10-*m } 1:10‘ m control 
Fluoroacetic acid | | / 
10 78 91 83 ery 
20 76 93 92 i OS 
30 69 89 90 90 
60 26 / 87 93 95 
120 8 85 95 95 
180 3 1% 91 ifeagoo 
Hydrazoic acid | 
10 92 97 95 96 
20 97 95 | 92 | 95 
30 60 95 | 93 | 95 
60 0 | 95 97 94 
120 | 0 88 | 96 97 


ascospores (1 mg. per ml.) were mixed, activated, and the percentage 
germination determined. The results are plotted in Fig. 1. The data show 
that the lower the py, the greater the effect of fluoride; a variation of 


only about 0.5 of a py unit spells the difference between complete toxicity 
and no effect. 
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A similar experiment was performed with azide, in which the PH was 
poised by either phosphate or Macllwain’s buffer system. The data in 
Table 5 disclose that, as in the case of fluoride, the toxicity of azide 
varies inversely with the py. Furthermore, this effect does not seem to be 
related to the type of buffer used, for the results were identical whether 
phosphate or MacIlwain’s buffer was used. 

Activated ascospores respond in the same way to the addition of 
fluoroacetate. In this experiment, the pq of the solution containing 
2-10-% m fluoroacetate was 
altered by the addition of HCl, /00 
and equal parts of this and % 
an activated spore suspension 
were mixed. Incubation was 
continued at 20°C for 3 hours, 


° 
os 


Percentage undissociafed molecules 


Percentage germination 


after which the percentage o Sicgandean 
germination was determined. 40}— i #0 
It was at 
20 7 20 
po 3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 
ve 0. 52. 86. 91-90. 90 0 slant 0 
/ 2 2 4 6 Z 
Uptake of anions. Ano- Pat 
ther means of comparing anion Fig. 1. Effect of pa upon the toxicity of fluoride 


° to ascospores of NV. tetrasperma. The fluoride was 
and cation uptake var by = added before activation. Results are given as 


study of the kinetics of the the average of two determinations. Open circles: 
: 1-10-* m; filled circles: 1:10-?m 

process. This was attempted 

by the use of P*®?, to which 

10 mg. of ascospores per ml. were exposed for varying periods of time. 

The total phosphorus concentration in the incubation mixture was 

0.25 wg. per ml., and the solution was at py 1.5. Incubation was carried 


Table 5. Influence of px on the toxicity of azide to dormant ascospores of N. tetrasperma 


A final concentration of 1- 10-2 m azide was used with a spore suspension of 1 mg. 
per ml. Incubation in azide was continued for 30 minutes before the ascospores 
were washed and activated. The buffer concentration was 0.1 m except in the case 
of MaclIlwain’s buffer wherein 0.5- 10-2 m Na,HPO, and 0.25-10-? m citrate were 
mixed. The germination of controls was unaffected by incubation in the buffers alone 


Pa Buffer Hee a Byte pecan 
Pa wire ens Sa 
1,0 HCl 0) 3.0 Macllwain’s 0 
2.0 phosphate 0 4.0 MaclIlwain’s 0 
3.0 phosphate 0 4.5 Macllwain’s 22 
4.0 phosphate 0 5.0 MaclIlwain’s 96 
5.0 phosphate 95 6.0 MaclIlwain’s | 96 

6.0 phosphate 98 


44 A. Sussman, R. Hotton and BERTA VON BOvVENTER-HEIDENHAIN: 


out in 125 ml. Erlenmeyer flasks containing 20 ml. of spore suspension 
on a reciprocal shaking machine at 20°C. Aliquotes were withdrawn 
periodically and were plated and counted as described previously, with 
the results shown in Table 6. It seems reasonably certain that no significant 
uptake occurred under these conditions. This experiment was repeated 
at px 2.0 and 6.0 with the same results. 


Table 6. P®? wptake by dormant ascospores of N. tetrasperma 
Ascospores (10mg. per ml.) were incubated with 0.25 wg. per ml. of phosphate 
solution at pq 1.5. Aliquots were removed at intervals, plated, and counted as 
described in the text. Results are the average of samples in triplicate except for the 
control which was run in sextuplicate 


Time in phosphate counts per minute Time in phosphate | counts per minute 
SS ee eS eee 


control (0 time) 3011 + 74 3 hours | 2938 + 51 
30 min 3047 + 36 7 hours | 2997 + 87 

60 min 2987 + 79 iihours | 3036 4-23 
24hours | 3005 4.55 


Fluoride uptake was also studied by mixing 20 ml. of a spore suspension 
containing 44 mg. of dormant ascospores per ml. with an equal volume of 
60 wg. of sodium fluoride per ml. dissolved in 0.1 n HCl. This suspension 
was incubated and shaked at 20° C. Aliquots were withdrawn at intervals, 
and after centrifugation the super- 
natant fluid was recovered for 
analysis. The spores were washed 
in 4 changes of distilled water, 
and their germination rate was 
tested as before. Fig. 2 gives 
these results as well as those of 
experiments in which only half 
the amount of spores was used. In 
allcases, uptake continued for over 
8 hours, although at a decreasing 
ok flees 0 rate. Furthermore, none of the 

0 2 4 6 & hours /0 . 

Time spores germinated after 10 hours 

Fig. 2. Uptake of fluoride and its effect upon the of exposure to fluoride. 
i a wu cu ke pe fi a 
utilizing 11 mg. of ascospores per ml.. Triangles: mation as to the rapidity with 
effect upon germination; circles: uptake of fluoride which toxic anions enter the cell 
was sought by means of studies of 
gas exchange. For this purpose, heat-activated ascospores were incubated 
in 1-10-°m sodium azide (py 5.2), and their oxygen uptake was compared 
with that of untreated spores suspended in water. The results as shown in 
Fig. 3 disclose that azide almost completely prevents the respiratory 


paren Ore ae =f i 
mg/ml 


| 
+ 


Fluoride uptake 
Ss 
| 


Percentage germination 
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increase attendant upon activation. Dormant cells were incubated in the 
same concentration of the poison and were washed in 3 changes of 
distilled water after 1 hour. The spores were activated as before, and 
their oxygen uptake was determined in the presence and absence of 
Ca**. It can be seen in Fig. 4 that the effect is almost the same as when 
activated cells are incubated 


continuously in the poison. Mies SF ao- 


Furthermore, in contrast to 
the case of toxic cations 
(Lowry et al. 1957), the 
effect of azide is not inhibited 


by Catt, 
These results were sub- 

stantiated: by experiments a 1 20 ee OES 

with fluoroacetate; dormant Time after activation 

ascospores were exposed to Fig. 3. Effect of sodium azide (pu 5.2) upon oxygen 
a uptake when continually incubated with activated 

the poison. for 2 and 24 hours. ascospores of JN. tetrasperma. A final concentration of 

The residual fluoroacetate 1-10-*m sodium azide was used with about 4.0 mg. 

of spores per vessel. Points represent the average of 
was removed, and the asco- 5 determinations. Open circles: control 92% 


spores were heat-activated germination; filled circles: treated, no germination 


after resuspension in water. OO ——————  —— 


Respiratory determinations pling | 
were made, with the results 
shown in Fig. 5. As in the ive i a] 
case of cells treated with 8 ir | 
azide, those exposed to fluoro- & 20, } fotaky 
acetate for 24 hours showed We ° 
no increase in oxygen uptake bal 
0 40 80 120 160 200min 


due to activation. Although 


Time after activation 
a smaller effect was noted 


Fig. 4. Effect of sodium azide upon O, uptake when 


when the ascospores Were dormant ascopores (5.0 mg. per vessel) were exposed 
: to 1:10-? m (in 0.1 n HCl) for 1 hour and then washed 

exposed -e the . ee a for free of the poison and activated. Points represent the 
2 hours, the inhibition was average of 5 determinations. Open circles: control, 
87% germination; filled circles: treated, no germination; 

marked and. not reversed by triangles: treated with 1 -10-* mCa**, no germination 


Ca**. It should be noted that 
the percentage germination was lower in the presence of this cation than 


in its absence, despite the similarity in respiratory rate. No explanation 
can be furnished for this effect at present. 

A series of furfural analogues have been studied for their effect upon 
the activation process (SussMAN 1953). One of the most toxic of these 
was 5-nitro-2-furfuryl methyl ether, whose effect upon the respiratory 
metabolism of ascospores was studied as above. As can be seen in Fig. 6, 
the inhibition of oxygen uptake does not occur until at least 60 minutes 


46 


A. Sussman, R. Hotton and BERTA VON BOvENTER-HEIDENHAIN 


after activation, despite the fact that germination was sharply curtailed, 
as in the case of cells treated with azide or other acid poisons. 

Since further work with intact ascospores required some knowledge of 
the effect of possible substrates, 0.11 m glucose was added, and the carbon 


0 YO 8 120 160 200min240 


Time after activation 


Fig. 5. Effect of sodium fluoroacetate upon O, 
uptake when dormant ascopores (4.5 mg. per vessel) 
were exposed to 1-10-? m (in 0.1 n HCl) for 2 and 
24 hours and then washed free of the poison and 
activated. Points represent the average of duplicate 
vessels. Open circles: control, 91% germination; 
filled circles: treated 24 hours, no germination; 
open triangles: treated 2 hours, 24% germination; 
filled triangles: treated 2 hours plus 1 - 10-?m Cat++ 
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Fig. 6. Effect of 5-nitro-2-furfuryl methyl ether 
upon O, uptake when continually incubated with 
activated ascospores of V. tetrasperma. A final con- 
centration of 1+ 10-* m of the poison was used with 
approximately 2.0 mg. of ascospores per vessel. 
Points represent the average of duplicate samples. 
Open circles: control, 90% germination; filled 
circles: treated, no germination 


dioxide output and the oxygen 
uptake of activated ascospores 
were measured. The data in Fig. 7 
demonstrate that there is no effect 
upon gas exchange until 140 mi- 
nutes after activation. At this 
time the rate of both carbon 
dioxide evolution and oxygen 
uptake increased markedly, and 
because the respiratory quotient 
(R.Q.) was 1.0 it was assumed 
that the substrate was fully oxi- 
dized. 

The gas exchange of dormant 
ascospores was the same in the 
presence and in the absence of 
the same amount of glucose. 

It had been noted by GopDARD 
(1935) that anaerobically incu- 
bated ascospores evolved more 
CO, than dormant cells for about 
an hour after activation, but 
thereafter they evolved compa- 
ratively less. In order to discover 
whether this decline was due to 
lack of substrate, and to inves- 
tigate whether exogenous glucose 
could be used anaerobically, the 
following experiment was per- 
formed. Ascospores were activated 
and immediately placed in War- 
burg vessels in an atmosphere 
of 95°% nitrogen and 5% CO,. 
Thereupon, the amount of CO, 
evolved by cells in the presence 
and absence of 0.11 m glucose 


was measured. The results are plotted in Fig. 8. No significant difference 


in either oxygen uptake or CO, output could be detected, and i in no 
case did anaerobically incubated ascospores germinate. 
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Discussion 


When dormant ascospores of N. tetrasperma are incubated in adequate 
concentrations of different acids, germination is prevented even if the 
Spores are washed and incubated in distilled water. However, the con- 


centration necessary to 
poison the dormant 
ascospores was usually 
100-fold higher than 
when the activated 
cells were incubated con- 
tinuously in the acid. 
Furthermore, dormant 
spores were resistent to 
an incubation in toxic 
compounds like  pro- 
pionate for 24 hours, 
whereas activated spores 
were completely pois- 
oned within the time 
necessary for the pro- 
trusion of the germ tube 
(3 hours at 20° C). It 
was also found that 
dormant cells could be 
incubated in 0.05 n acid 
so that much _ higher 
concentrations of the 
undissociated molecule 
could be obtained than 
was possible for acti- 
vated cells which were 
restricted to a pH range 
between 3.0 and 8.0. 
That anionic substan- 
ces penetrate more rea- 
dily at an acid py is 
amply demonstrated in 
Table 5 and Fig. 1. It 
would appear that the 
undissociated molecule 
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Fig. 7. The respiration of activated ascospores of NV. tetrasperma 
in the presence and absence of glucose at a final concentration 
of 0.11 m. Each vessel contained 1.2 mg. of ascospores and 
each point represents the average of triplicate samples. Open 
circles: O, uptake of controls; filled circles: O. uptake in presence 
of glucose; open triangles: CO, evolution of controls; filled 
triangles: CO, evolution in presence of glucose 
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Fig. 8. Fermentative capacity of dormant and activated asco- 
spores of NV. tetrasperma in the presence and absence of glucose. 
Each vessel contained 9.2 mg. of dormant ascospores or 2.6 mg. 
of the activated ones. Each point represents the average of 
triplicate determination. Open circles: CO, evolution of acti- 
vated spores in presence of glucose; filled circles: CO, evolution 
of activated spores in absence of glucose; open triangles: CO, 
evolution of dormant spores in presence of glucose; filled 
triangles: CO, evolution of dormant spores in absence of glucose 


must be in high concentration before fluoride (pK, 3.2) or azide 
(pK, 4.7) can penetrate the dormant cell. Similar results were obtained 
when fluoroacetate (pK, 2.7) was used with activated cells (Table 6). 
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The curves in Fig. 1 are almost identical in shape with those found 
for the effect of fluoride on yeast respiration (Srmon and BEEVERS 
1952). Although the resemblance between the dissociation curve and 
that for toxicity is close, their shapes are not identical; the latter can be 
displaced along the abscissa, depending upon the concentration of fluoride 
used. Several points of difference arise when these data on the penetra- 
tion of anions are compared with the results of previous work with 
cations. These include the following: 


1. All cations tested (Lowry et al. 1957) were adsorbed to the surface 
of Neurospora ascospores. The kinetics of uptake resemble those of the 
Freundlich isotherm, and these substances could be eluted by the use of 
other cations. 

By contrast, the uptake of anions is linear with time, and their toxic 
effect is not inhibited by other anions. PO, and probably other anions 
are not absorbed at all by dormant ascospores, whereas there was uptake 
of all cations tested. 


2. The effect of cations upon the respiration of activated ascospores 
is never manifest until at least 90 minutes after activation (Lowry et al. 
1957). This was used as evidence of the possibility that these substances, 
although removed from the solution by the cells, do not penetrate to 
sensitive loci until just before germination. 


The same results were obtained when activated ascospores were 
incubated with anions like fluoroacetate, cysteine (SUSSMAN et al. 1956) 
and 5-nitro-2-furfuryl methyl ether (Fig. 6). However, when dormant 
cells were pre-treated with fluoroacetate for 24 hours, or with azide for 
30 minutes, and then activated, very different results were obtained 
(Figs. 4 and 5). In these cases the rise in respiration associated with 
activation is obviously prevented from the start because these anions 
penetrate to sensitive sites almost at once. The data in Fig. 3 which were 
obtained when azide was added to activated cells corroborate these 
findings. Moreover, the effect of fluoride parallels that of azide almost 
exactly (unpublished results). Emerson (1954) has shown similar effects 
of azide upon ascospores of NV. crassa, but for reasons as yet unexplained, 
furfural-activated spores were insensitive to this poison. 

The conclusions drawn from these results are that acids of small size 
like hydrazoic and hydrofluoric penetrate the dormant and the activated 
ascospores with relative rapidity. On the other hand, larger ones like 
propionate, butyrate, cysteine, and phosphoric acids penetrate very 
slowly, or not at all. Fluoroacetate is intermediate in that it enters at a 
slow rate but rapidly enough to poison after 24 hours (Tables 2 and 4). 
Therefore, compounds which contain 2 carbon atoms approach the limit 
of size beyond which no penetration is effected, so that acetate and its 
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analogues penetrate slowly and poison after 24 hours but propionate and 
larger compounds are innocuous even after this time. The delayed effect 
of cysteine and fluoroacetate upon the respiration of activated ascospores 
(SussMAN et al. 1956) can be explained as being due to their failure to 
penetrate until just before germination. This vitiates the use of these 
data to prove that a qualitatively different type of metabolism arises at 
the time of germination, although independent evidence still favors this 
conclusion. That the interpretation offered above is consistent with data 
on the size of the anions concerned is suggested by the fact that MoELLER 
(1952) gives 1.01 A as one dimension of the hydrazoic acid molecule 
which is of linear form. The other dimension is much longer (approx. 
2.7 A) but it is likely that the molecule can penetrate through its smaller 
dimension. On the other hand, PO, > is of tetrahedral form and is much 
larger than either the azide molecule in one of its dimensions or than 
fluoride in all of its dimensions (MoELLER 1952). These considerations 
would, therefore, seem to substantiate the interpretation proposed above. 


Summary 


Acids like hydrogen fluoride, hydrazoic and fluoroacetic have been 
shown to prevent the germination of ascospores of NV. tetrasperma when 
dormant spores are treated. On the other hand, propionate, cysteine 
and others are ineffective when used in this way. When activated 
ascospores were treated, much lower concentrations of the acids were 
sufficient to poison the spores. As in other systems, these substances are 
most effective at a py below their pKa. 

The kinetics of uptake of fluoride by dormant ascospores were studied 
and shown to be very different from those reported for cations. However, 
P®2 was not absorbed by dormant ascospores, even at px 1.5. 

Respiratory inhibition by azide and fluoroacetate occurred immediately 
after the spores were activated, but in the case of 5-nitro-2-furfuryl 
methyl ether no effect was observed until just before germination occurred. 

These results suggest that a permeability barrier exists in the dormant 
ascospore which disappears upon germination. Moreover, the dormant 
spore seems to be permeable to acids of small size but impermeable to 
those possessing more than 3 methylene groups or of equivalent size. 
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Enzymatischer Abbau der Membranen von Oscillatoria 
amoena (Kiitz.) Gomont mit Lysozym 


Von 
GEORG WOLFGANG FUHS 


Mit 1 Textabbildung 


(Hingegangen am 25. September 1957 ) 


Ein oft beschrittener Weg, gewisse Zelleinschliisse fiir die chemische 
Analyse rein zu gewinnen, besteht in der mechanischen Zertriimmerung 
der Zellen und der anschlieBenden Suspension und fraktionierten Sedi- 
mentation des homogenisierten Materials. Man kann in gewissen Fallen 
schonender vorgehen, indem man die Zellmembranen enzymatisch abbaut. 
Fiir einige Bakterienarten wie z. B. Micrococcus lysodeikticus und Bac. 
megatervum erwies sich die Polysaccharase Lysozym als brauchbar (Sau- 
TON 1952, WELSHIMER 1953, WEIBULL 1953, 1956 u. a.). GuEx-HoLzEerR 
u. Tomesrk (1956) analysierten die Zellwandsubstanz von ,, Bacillus M“‘ 
an Hydrolysaten, die mit Lysozym hergestellt worden waren. 


Die Oscillatorien wurden von uns in der von Fuus (1958a, b) beschriebenen Weise 
kultiviert, sodann in m/150 Phosphatpuffer von py 6,8 wherfithrt, dem Lysozym 
(krist., aus Hiklar, von Worthington, Freehold N. J., U.S.A.) in Konzentrationen 
von 20, 200 und 2000 ug/ml zugesetzt war. Die Algen hielten wir in diesen Lésungen 
bei Licht und 28°C. Zur Kontrolle beobachteten wir die Faden in Phosphatpuffer 
ohne Enzym oder aber in destilliertem Wasser. 


Unter dem Einflu8 des Lysozym wurden die Langs- und Quermem- 
branen von den Fadenenden und Fadenbruchstellen her abgebaut, wah- 
rend die Scheiden erhalten blieben. Die Zellen, deren Membranen gelost 
waren, zeigten deutliche Autolyse. Die normalerweise hochviscosen Proto- 
plasten quollen mehr oder weniger stark. Der Abbau war bei einer Enzym- 
konzentration von 20 g/ml nach 24 Std 4—5, nach 48 Std 4—20 Zellen 
weit fortgeschritten, bei einer Konzentration von 200 ug/ml 6 bzw. 12 
bis 40 Zellen weit. Eine weitere Erhéhung der Konzentration um das 
Zehnfache forderte den Abbau nicht mehr wesentlich. In den Kontrollen, 
die im Phosphatpuffer aufbewahrt worden waren, war nach 24 Std die 


Farbe teilweise nach Gelbgriin verandert, nach 48 Std setzte in beiden 
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Kontrollen allmihlich Autolyse ein. Die Abbildung zeigt Faden nach 
einer 48stiindigen Einwirkung von 2000 wg/ml Lysozym. 

Ahnliche Versuche mit Hyaluronidase verliefen ergebnislos. 

Es ist demnach grundsatzlich méglich, mit diesem Verfahren Oscilla- 
torienprotoplasten und deren granulare Einschliisse zu isolieren. Ob un- 
sere Beobachtungen auch Schliisse auf die Chemie der Oscillatorienmem- 
branen zulassen, scheint uns dagegen noch ungewi8 zu sein. 


Abb. 1. Oseillatoria amoena nach Lysozymbehandlung (2000 ug/ml, 48 Std). Membranenabgebaut, 
Scheiden unversehrt. 2080: 1 
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Uber die Ansiiuerung der Nahrfliissigkeit dureh 
Phycomyees blakesleeanus 


Von 
E. GLADTKE und W. BRUCKER 


Mit 7 Textabbildungen 
(Eingegangen am 2. Oktober 1957) 


Die Aciditatserhéhung des Nahrsubstrates durch héhere Pflanzen ist 
seit nahezu 190 Jahren (Stwon 1768) oft beobachtet und untersucht 
worden. Fur die Erklarung standen sehr lange Zeit Wurzelausscheidungs- 
oder Austauschvorgainge im Vordergrund (BuRGMANS 1786 bis LunpDE- 
GARDH 1952). Erst 1956 konnte Fuss am Beispiel von Lupinus luteus 
endgiiltig die Ansaéuerung des wurzelnahen Nahrmediums als durch eine 
spezifische Kationenaufnahme bedingt erkléren. Allerdings beschrankt 
sich seine Hypothese ausdriicklich auf zur Photosynthese befahigte griine 
Organismen. 

Bei friheren Untersuchungen zur Biogenese der Gallus- und Proto- 
eatechusaure durch den Pilz Phycomyces blakesleeanus (BRUCKER 1957 
und friiher) wurde ebenfalls eine Anséuerung des Nahrmediums im Laufe 
einer mehrwochigen Kultur gemessen. Diese Tatsache schien uns einer 
Untersuchung wert. Es zeigte sich, daB eine po-Erniedrigung vom Aus- 
gangswert pu 5 bis annahernd zu px 3 auch hier im wesentlichen auf eine 
gesteigerte Kationenaufnahme zurickgefthrt werden muB!. 


Methodik 


Als Kulturflissigkeit fiir unseren Pilzstamm 4X XVII Phycomyces blakes- 
leeanus H 102 (BuRGEFF) diente die Nahrlésung nach ScHopFER (1935): 30 g Glu- 
cose, 2 g Glycin, 0,5 g MgSO, - 7H,0, 1,5 g KH,PO, und 40 wg Aneurin je 1 1 dest. 
Wasser. Kultiviert wurde in Erlenmeyer-Kolben (200 ml) mit je 50 ml Nahrlésung 
bei 25 + 1° C. Um gleichzeitig den Einflu8 der Belichtung studieren zu koénnen, 
haben wir bei Dauerlicht, im Dauerdunkel und bei intermittierendem Licht (8 Std 
dunkel, 16 Std hell) mehrere Versuchsreihen verfolgt. Als Lichtquellen dienten 
Leuchtstoffréhren, HNW und HNG, mit einer Beleuchtungsstarke von etwa 
10000 erg/cm? - sec an den KulturgefaéBen. Die Pilzgewichte wurden bestimmt nach 
Trocknung (100°C) bis zur Gewichtskonstanz. Sie schwankten um + 5%. Die 
pu-Messungen erfolgten mit dem Philips-Universal-py-Mebgerat und der Glas- 
elektrode. Fehler: 0,01 py-Einheiten. Die MeBproben wurden wie bei allen spateren 


Untersuchungen taglich entnommen. 


1 Die Nahrlésung (s. unten) enthalt kein physiologisch saures Ammonsalz. 
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Organische Séuren. Milchsaure haben wir nach der colorimetrischen Me- 
thode von Kusowrrz (1952) bestimmt. Sie wird dabei durch konzentrierte H,SO, 
bei 100° C zu Acetaldehyd abgebaut. Mit Veratrol tritt dann bei Gegenwart von 
Fe-ITI-Ionen eine griine Farbung auf. Brenztraubensaure wurde ferment- 
chemisch nach dem Prinzip von WARBURG (1948) bestimmt. Sie wird dabei von 
hydriertem Diphosphopyridinnucleotid (DPNH) in neutralem oder schwach saurem 
Milieu bei Anwesenheit von Lactodehydrogenase stéchiometrisch zu Milchsaure 
hydriert. DPNH absorbiert im Gegensatz zu DPN bei 340 my. Die DPNH-Abnahme 
laBt sich im UV-Licht quantitativ verfolgen und gibt ein direktes Ma der Brenz- 
traubensiuremenge. Citronensaiure wurde nach NaTEtson, Pincus u. Lucovoy 
(1948) mittels einer Pentabromacetonreaktion nachgewiesen. Oxalsiure haben 
wir manganometrisch zu bestimmen versucht. 

Auferdem wurden die organischen Saéuren papierchromatographisch weiter- 
verfolgt. Die Keto-Sauren haben wir dazu in Dinitrophenylhydrazone iiberfiihrt 
(Linskens 1955). 50 mg 2,4-Dinitrophenylhydrazin wurden in 50 ml 2n HC! gelést, 
0,5 ml dieser Lésung mit 0,1 ml Nahrlésung 30 min bei 25° behandelt, die klare 
Lésung aufgetragen und aufsteigend chromatographiert. (Schleicher-Schiill-Papier 
2043b; Laufmittel: wassergesittigtes n-Butanol; Nachweis im UV-Licht). 

Ferner haben wir die Nahrlésung unbehandelt oder nach Uberfiihren aller 
Mineralsalze in Na-Salze mittels eines Na-gesattigten Kationenaustauschers (Wofa- 
tit-KPS-Saule) aufsteigend im Partridge-Gemisch chromatographiert und mit 
0,04% iger Bromphenolblaulésung als Indicator bespriiht. 


Die Aminosauren haben wir aufsteigend in Butanol : Eisessig : Wasser (4:1:5) 
chromatographiert. Angefarbt wurde mit 0,5% iger Ninhydrinlésung in 95° Butanol 
und 5% 2n Essigsiure oder Histidin und Tyrosin mit diazotierter Sulfanilsaure, 
wenn erforderlich Prolin und Oxyprolin mit Isatinlésung und Tryptophan mit 
Dimethylaminobenzaldehyd in 20% iger HCl. 


Kationen. Die Kaliumbestimmungen erfolgten am Flammenphotometer 
nach der von der Herstellerfirma C. Zeiss, Jena, angegebenen Methode. Fiir unsere 
Untersuchung geniigte eine MeBbreite von 50—500 g/ml K. Der MeBfehler betrug 
etwa 1%. 

Nach Fallung einer Ca-Verunreinigung als Ca-Oxalat wurde aus dem Uberstand 
das Magnesium als Mg-Ammoniumphosphat in ammoniakalischer Lésung gefillt, 
der Niederschlag in verdiinntem NH,OH gewaschen, in HCl aufgenommen und als 
Phosphorsiiure mit Ammoniummolybdat und Amidol colorimetrisch bestimmt. 
Fehlergrenze - 3,5%. 


Calcium wurde dem Nahrmedium nach Scuoprer nicht zugegeben. Es befand 
sich in einer geringen Menge als Verunreinigung in der Glucose. Der Gesamtgehalt 
bewegte sich an der unteren Empfindlichkeitsgrenze der flammenphotometrischen 
Bestimmungsmethode. Um den Ca-Stoffwechsel trotzdem verfolgen zu kénnen, 
wurde dem Nahrmedium eine tragerarme, unwiigbare Menge “Ca (Halbwertszeit 
164 Tage) zugesetzt. Die Messungen des Aktivitatsverlaufes erfolgten mit dem 
Endfensterzihlrohr (Glimmerfolie 1,9 mg/em2) und erstreckten sich tiber 30 Tage. 
Die Zahlrohrausbeute betrug bei konstanten Geometrieverhaltnissen (3 em Objekt- 
abstand) knapp 3% der theoretischen Zerfallsrate. 


Anionen. Phosphat wurde in der Nihrlésung mit Ammoniummolybdat und 
Amidol colorimetrisch bestimmt (Boss). Fehlergrenze + 1%. Zum Studium der 
Ansiuerung des Nahrmediums interessierte nur die ortho-Phosphorsaure. Deshalb 
wurde die Lésung zur Phosphatbestimmung im allgemeinen nicht hydrolysiert oder 
verascht. Zusitzliche vergleichende Untersuchungen haben wir jedoch nach feuchter 
Veraschung mit einem H,SO,-HNO,-Perchlorsaure-Gemisch durchgefiihrt. 
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Sulfat wurde in bekannter Weise als Ba-Sulfat gefallt, mit dem Filterstibchen 
nach Emicu (Schott, Jena, G4) abgesaugt und gravimetrisch bestimmt. Fehler- 
grenze etwa + 4%. 

Zu Vergleichsbestimmungen wurde das Pilzmycel bei 100° C 24 Std lang vor- 
getrocknet und dann zur Mg-, K- und P-Ermittlung im Muffelofen bei 400° C 
trocken und anschlefiend mit einem H,SO,-HNO,-Perchlorsiure-Gemisch feucht 
verascht. Zur S-Bestimmung wurde nach WaxELSCH u. KLEPETAR mit einem Ver- 
aschungsgemisch aus 25 g Cu(NO3)., 10 g NH,NO, und 25 g NaCl in 100 ml Wasser, 
das mit gesattigter Sodalésung bis zur Lackmus-alkalischen Reaktion versetzt war, 
aller Schwefel zu Sulfat oxydiert und dann in itiblicher Weise als Ba-Salz gravi- 
metrisch bestimmt. 


Ergebnisse 


Das Trockengewicht der Pilze steigt nach dem Auskeimen der Sporen 
bis etwa zum 4. Tage langsam und dann mehr oder weniger steil an. Nach 
dem Erreichen des Maximums am 8.—12. Tage bleibt es abgesehen von 
den individuellen Schwankungen der einzelnen Kulturen ungefahr bis 
zum 15. Tag auf gleicher Héhe. Dann nehmen die Gewichte leicht ab. 
Der Verlauf der Gewichtskurven entspricht grundsatzlich den Angaben 
von ScHOPFER (1939). Die Unterschiede der Kulturen im Dauerlicht, 
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Abb. 1. Trockengewichtskurven von Phycomyces. 
Kultur im Dauerlicht — ——— — 
Kultur im Dauerdunkel 

Kultur im Licht-Dunkel-Wechsel ---------- 


Dauerdunkel und intermittierenden Licht sind unter unseren Bedin- 
gungen unerheblich und nicht signifikant. Der Zeitpunkt, an dem die 
Hochstgewichte gemessen werden, liegt fir den hier geschilderten Ver- 
suchsansatz bei den Dunkelkulturen zufallig 3—4 Tage vor den unter 
Belichtung gewachsenen Pilzen. Dieser Befund war nicht reproduzierbar. 
Andere Versuchsreihen verhielten sich anders, zum Teil sogar umgekehrt. 
Die Ergebnisse sind in Abb. 1 zusammengefakt. 
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Der pu-Wert fiallt vom Ausgangswert bei px 5 ebenfalls erst langsam, 
dann steiler ab und erreicht etwa zwischen dem 8. und 13. Tag den nie- 
drigsten Wert. Der Zeitpunkt der héchsten Aciditat stimmt bei den Pilzen 
mit gleichen Kulturbedingungen fast véllig mit dem Erreichen des Hochst- 
gewichtes iiberein. Vom 15. Tag an beginnen die pa-Werte entsprechend 
der Trockengewichtsabnahme langsam wieder anzusteigen (Abb. 2). 

Milchsiure konnte nur in geringen Mengen nachgewiesen werden, die 
an der unteren Erfassungsgrenze der Methode lagen. Am 10. Kulturtage, 
dem mittleren Maximum der Aciditat, fanden sich etwa 2 wg Milchsaure 
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Abb. 2. pu-Veranderungskurven des Nihrmediums. Kurven wie in Abb. 1 


im Milliliter Nahrlosung oder eine 0,2 - 10-4 molare Konzentration. 1 ml 
Loésung enthielt weiterhin 6,6 wg Brenztraubensaure, das entspricht einer 
0,8 - 10-4 molaren Lésung. Oxalsaure lieB sich manganometrisch nicht 
in nachweisbaren Mengen auffinden. An Citronensiure wurden Werte um 
15 wg je Milliliter, bzw. 0,8 - 10-4 mol ermittelt, die ebenfalls an der 
unteren Grenze der Bestimmbarkeit lagen. 

Infolge des von 5 auf 3 abgesunkenen py-Wertes treten offenbar Auto- 
lyseerscheinungen auf, wie es die papierchromatographische Analyse der 
Aminosiureausscheidung ergab. Frithere Untersuchungen des einen von 
uns (BRUCKER 1957) haben gezeigt, daB von der dem Nahrmedium zu- 
gegebenen N-Menge (Mikro-Kjeldahl-Methode) nach 12tagiger Kultur 
noch annahernd 2/; vorhanden ist. Jedoch ergaben die Chromatogramme 
der Ninhydrin-positiven Substanzen ein Spektrum von 12 Streifen, die 
im wesentlichen den Aminosaéuren (von oben nach unten): Tyrosin, 
Alanin, Glutaminsiure, Serin, Glycin, Asparaginsaiure, Asparagin, Lysin, 
Glutathion, neben anderen, nicht analysierten Stoffen zugeordnet werden 
konnten. Wir haben darauf die Aminosaureausscheidung der Pilze vom 
2. Tage der Kultur an mit 2 Tagen Abstand chromatographisch verfolgt. 
Vom 6. Tage an werden unter unseren methodischen Bedingungen neben 
dem zugegebenen Glycin im Nahrmedium andere, ausgeschiedene Amino- 
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sauren in geringen Mengen nachweisbar. Die Hauptmenge laBt sich jedoch 
in steigendem Ma8e vom 8. Kulturtage an auffinden. Die Aminosaure- 
ausscheidung ist eine Folge der Aciditatserhéhung. Kulturversuche tiber 
CaCO, (Bodenkérper) als Puffersubstanz fiihrten bei gleicher Kulturdauer 
zur Verdoppelung der Pilzgewichte. Aminosaéuren wurden dann nicht aus- 
geschieden. Permeabilitatsveranderungen waren — wie aus gleichzeitigen 
quantitativen Phenolbestimmungen ersichtlich — fiir das Ergebnis nicht 
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Abb. 3. K-Gehalt des Nahrmediums vom 1.—28. Kulturtage. Kurven wie in Abb. 1 


verantwortlich. Eine kausale Beteiligung der Aminosauren an der Acidi- 
tatserniedrigung bis zum 8. Tag besteht demnach nicht. Daneben wird 
von den Pilzen nach dem 12.—15. Kulturtag Ammoniak ausgeschieden, 
das im Medium als Ammoniumsalz vorlegt (Bestimmungsmethode nach 
Convay). 

Alle Versuche, weitere organische Sauren papierchromatographisch 
nachzuweisen, miBlangen selbst nach 10—100facher Konzentrierung 
durch Einengen und mehrfaches Auftragen der Ausgangslésung. Schon 
BERNHARD u. ALBRECHT (1947) haben keine Keto-Saéuren mit 2,4-Dini- 
trophenylhydrazin aus der Nahrlosung des Phycomyces isolieren kénnen. 
Auch lie8 sich Citronenséure von ihnen nach der Methode von StTaHRE 
nicht nachweisen. Die von uns wahrend des pu-Abfalles gefundenen, 
relativ geringen Mengen organischer Sauren gentigen bei weitem nicht, 
die beschriebene Sauerung zu erklaren. 

Da der Nahrlésung nur KH,PO, und MgSO, als anorganische Salze 
zugesetzt sind, konnten wir uns auf die Bestimmung dieser 2 Ionenpaare 
beschrinken. Dazu kommt eine geringe Menge Ca, die aus der Glucose 
als Verunreinigung stammt. Der K-Gehalt der Losung nimmt wiederum 
erst langsam, dann vom 4. Tag an starker bis etwa zum 8.—13. Tag 
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entsprechend der Pilzgewichtszunahme und parallel zur px-Kurve ab. 
Vom 15. Tag an steigt der K-Gehalt des Mediums wieder an. Die Angaben 
(Abb. 3) beziehen sich auf Milligramm K je Kolben (50 ml Nahrlosung) 
und sind Mittelwerte aus je zwei parallelen Kulturen. Die Abnahme des 
K-Gehaltes in der Lésung belaéuft sich maximal von 21,6 mg auf 9,6 mg, 
d.h. auf 44,5%. Die nach Belichtung oder Verdunklung auftretenden 
Differenzen des K-Gehaltes im Nahrmedium entsprechen vollig den Ge- 
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Abb. 4. Phosphat-Gehalt des Nihrmediums (ausgedriickt als P,O;). Kurven wie in Abb. 1 


wichts- und px-Unterschieden, sind aber gleich diesen und allen folgenden 
entsprechenden Ergebnissen an den Mg-, H,PO,- und SO,-Ionen nicht 
signifikant fiir die Kulturbedingungen. 

Der Phosphat-Gehalt der Nahrlésung (Abb. 4) nimmt von Anfang an 
mehr oder weniger steil ab und erreicht das Minimum etwa am 13. Tag. 
Ein Wiederanstieg der ortho-Phosphorsaure im Medium bis zum 27. Tag 
wurde nicht beobachtet. Die Werte sind ebenfalls Mittelwerte aus zwei 
parallelen Kulturen. Die Angabe erfolgt in P,O;. Die Abnahme verlauft 
maximal von 39 mg auf 23,3 mg/50 ml Nahrlosung, d. h. um 43 %. Am 
10. Tag (mittleres px-Minimum) liegt der Wert bei 25 mg oder 64% des 
Ausgangswertes. Die Mg- und Sulfat-Bestimmungen ergeben etwa ahn- 
liche Verhaltnisse. Mg hat das Minimum am 12.—13. Tag erreicht und 
dabei vom Ausgangswert um 45% abgenommen (Abb. 5). Auch die Sulfat- 
Abnahme verliuft bis zum 12. Tag und erreicht dann etwa 67% des Aus- 
gangswertes (Abb. 6). 

Im ganzen verlaufen alle beschriebenen Kurven besonders bis zum 
13. Tag annihernd parallel. Gewicht, Aufnahme der Ionen durch den 
Pilz und Saéuerung der Nahrlésung nehmen etwa bis zum 13. Tag zu, 
um dann zu stagnieren oder wieder abzunehmen. 
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Als Kausalfaktor fiir die pu-Verschiebung im Schopfer-Nahrmedium 
spielt der Ca-Stoffwechsel des Phycomyces sicher keine erhebliche Rolle. 
Der Vollstandigkeit halber haben wir auch die Ca-Aufnahme durch den 
Pilz gemessen. Die im Kulturmedium vorhandene Ca-Menge betragt nicht 
mehr als etwa 5 ug/ml Nahrfliissigkeit. Wir haben daher dem Medium 2 mC 
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Abb. 5. Mg-Gehalt des Nahrmediums. Kurven wie in Abb. 1 
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Abb. 6. Sulfat-Gehalt der Nahrlésung vom {.—28. Kulturtage. Kurven wie in Abb. 1 
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45Ca zugegeben und den Aktivitatsabfall verfolgt, der durch die Ca-Auf- 
nahme durch den Pilz hervorgerufen wurde. Die Daten sind aus der Tab.1 
zu entnehmen. Die Aufnahme des radioaktiven Calciums stagniert eben- 
falls am 12. Tag. An den folgenden Tagen wird gleich den meisten 
gepriiften Stoffen in der Nahrlésung eine Zunahme des Calciums ge- 
messen. 

AufschluB iiber die Ursache der pu-Anderung ergeben Tonenbilanzen. 
Im gebrauchten Kulturmedium befindet sich gegentiber den mineralischen 
Kationen ein Uberschu8 an Anionen, dem ein Uberschu8 an H-Ionen 
entspricht. Bei einer Untersuchung fanden wir z. B. einen H-Ionen-Uber- 
schuB in der Konzentration von 33,2 - 10-4 molar (Tab. 2). 
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Die Ergebnisse der Elektrotitration der Nahrlosung sind in der fol- 
genden Kurve (Abb. 7) zusammengestellt. Durch einen Zusatz von HCl 
bis zur Endkonzentration von 33,2 - 10-4 mol ergibt sich danach auf der 
Kurve ein pu-Wert um 3,1, wie er auch im N ahrmedium gemessen wurde. 


Tabelle 1. 4°Ca-Aktivitdtsvertinderung bzw. Ca-Abnahme in der Nahrlésung 


Kultur- i.p.m.* Prozent der Aus-| vorhandenes | Ca-Abnahme 

tage Tausend gangslésung Cain wg/100 ml | wg/100 ml 

0 56,4 100.0) 500 0 

2 56,4 100,0 500 0 

4 56,2 | 99,7 499 1 

6 56,1 99,5 497 3 

8 56,1 / 99,5 497 3 
10 53,4 | 94,7 473 27 
12 53,0 93,7 468 32 
14 53,0 93,7 468 32 
16 53,5 | 94,5 470 30 
25 54,5 96,5 483 17 


1j.p.m. = Impulse/Minute. 


Da die Pufferung der Nahrlédsung zwischen px 5 und 3, wie die Kurve 
zeigt, gering ist, ergeben kleine Anderungen der Saéurekonzentration recht 
groBe pu-Verschiebungen. Deshalb war zu erwarten, dafi die ermittelten 
und errechneten Werte nicht immer so gut iibereinstimmen. Es 1aBt sich 
jedoch immer zur Erklarung der px-Verschiebung ein annahernd aus- 
reichender SauretiberschuB messen. Der tiberwiegende Teil (etwa 95%) 


Tabelle 2. Ionendquivalente in einer frischen Ndhrlésung und nach 10 Kulturtagen 


Frische Nihrlésung, px 4,82 Niahrlésung am 10. Tag, py 3,16 
Anionen Kationen | Anionen Kationen 
Mati OP testa ace 40,6 - 10-4 21,4 - 10-4 
SO oe eh sl 306 LOL | 29,0 -10-* 
ar ae tee ke eee 110,0 - 10-4 55,8 - 10-4 
HPO ewes te Tce 110,0 - 10-4 79,6 - 10-4 
Milchsiure 2... 2. | 0,2 - 10-+ 
Brenztraubensaure . . | 0,8 - 10-4 
Citronensiure .... 0,8 - 10-4 
Summe..... oly 150,6 > 10-* | 150,6-10-* | 110,4- 10-4 | 77,2. 10-4 
UberschuB8 an H+ . . +0 33,2 - 10-4 
(Angaben in Aquival.) 


der Saéuerung ist also nach unseren Ergebnissen durch eine vermehrte 
Kationenaufnahme bedingt. Den gré8ten Anteil an der Ursache der pu- 
Abnahme hat die relativ starke K-Aufnahme durch den Pilz. 

Zur Kontrolle wurden noch Bilanzuntersuchungen zwischen der ge- 
brauchten Nahrlésung und der Pilzasche angestellt. Die Menge der in 
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der Asche der Pilzthalli gefundenen Salze entspricht ungefahr (Fehl- 
menge: 4—5,6%) dem Salzverlust der Nahrlésung nach 10 tagiger 
Kulturdauer. Die Werte sind in der Tab. 3 zusammengestellt. Der 
Wiederanstieg der pu-Werte nach dem 8. bzw. 13. Tag ist auf die Wieder- 
abgabe der Mineralien an das Nahrmedium zuriickzufiihren. Allerdings 
muBte diese Alkalitatserhdhung der K-Kurve entsprechend wesentlich 
stirker ausgepragt sein. Auch die Ammoniakausscheidung wirkt aci- 
ditaétserniedrigend. Die px-Erhéhung wird aber durch die einsetzende, 
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Abb. 7. Elektrotitrationskurve der Schopfer-Nihrlésung zwischen pu 4,8 und 2,2 


autolytische Aminosdureausscheidung teilweise kompensiert. Auch die 
Wiederabgabe der aufgenommenen Mineralien durch den Pilz ist wahr- 
scheinlich keine aktive Ausscheidung, sondern wird durch die px-bedingten 
Autolysevorginge hervorgerufen. 


Tabelle 3. Vergleich der in der Nahrlésung am 10. Tag verbliebenen 
und von den Pilzen aufgenommenen Lonenmengen 


| Frische Nihrlésung | Nahrlésung am 10. Tag Asche Fehlmenge 
oh 6 mg 14,5 mg 5,9mg | 1,2 mg = 5.6% 
Me 5 mg 1,3 mg 1,1mg | 0,1 mg = 4,0% 
6 0 mg | 26,8 mg 9,0mg | 1,9 mg = 4,9% 
| + 5% = 1,3 mg 
(kond. Phosph.) 
SO,—- | 9,7 mg | 5,3 mg 3: Oimeonie Ocomnet—1527, 


In einem Nahrsubstrat von px 3—3,5 keimen die Pilzsporen nicht oder 
nur sehr schlecht aus. Bringt man einen 10—12 Tage alten Pilz in frisches 
Nahrmedium aber von px 3—3,5, so ist an den folgenden Tagen keine 
Gewichtsvermehrung zu messen. Der Pilz verhalt sich wie in einer ge- 
brauchten Nahrlésung. Auf einer gepufferten Nahrlésung dagegen wachst 
der Pilz weit tiber den 12. Tag hinaus (s. 8. 57). Der begrenzende Faktor 
fiir die Stoffaufnahme und das Wachstum des Phycomyces in der 
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Schopfer-Lésung ist daher nicht der Mangel an irgendeinem Nahr- oder 
Wirkstoff, sondern die durch die gesteigerte Kationen-Aufnahme aus 
dem Niaihrmedium bedingte px-Erniedrigung. 


Diskussion der Ergebnisse 


Kine selektive Kationenaufnahme, wie sie in unserem beschriebenen 
Falle vorliegt, kann nach der Tonenaustausch-Theorie von LUNDEGARDH 
(1952) durch die Abgabe von H-Ionen durch die Organismen erméglicht 
werden. Die dadurch entstehenden freien, anorganischen Sauren fihren, 
wie sich nachweisen lieB, zu der entsprechenden pr-Veranderung. Fiir den 
AufschluB und die Ausnutzung relativ schwerléslicher Minerale bei der 
Wurzeltatigkeit héherer Pflanzen ist diese Tatsache von groBter Bedeu- 
tung. Fiir den auf Schopfer-Medium kultivierten Pilz aber bedeutet sie 
ein frihzeitiges Einsetzen von Autolyseprozessen. Ein gut gepuffertes 
Nahrmedium dagegen fiihrt zu einer wesentlich besseren Ausnutzung der 
gebotenen Niahrstoffe und 1a8t den Pilz in 12 Tagen ein fast doppelt so 
groBes Gewicht erreichen. Der pa-Ausgangswert der nur schwach ge- 
pufferten Schopfer-Lésung diirfte durch das zugegebene KH,PQ, be- 
stimmt, der erreichte Endwert durch die im Medium vorhandene Glycin- 
menge wesentlich beeinfluBt sein. BERNHARD u. ALBRECHT fanden 1947 
ein erhebliches Ansteigen der H-I[onenkonzentration der Nahrlésung nach 
10—12tiagiger Kultur von Phycomyces-Stammen. Sie konnten im Extrem 
einen pu-Abfall vom Ausgangswert 4,8—5,1 bis zu px 2,3 messen. In 
diesem Falle benutzten sie an Stelle des von uns als N- Quelle verwandten 
Glycins die Ammoniumsalze der Bernsteinsiure, Apfelsiure und Wein- 
siure neben einem reichlichen Glucose-Angebot als C- Quelle. Die im 
Schopfer-Medium durch den Glycin-Zusatz erfolgte Pufferung etwa ab 
pu 3,5 entfallt durch die benutzten Salze. So kann die Aciditét bis zu 
den genannten Werten ansteigen. 

Die verstarkte K-Aufnahme trug unter unseren Bedingungen den 
Hauptanteil an der H-Ionenvermehrung. Altere bereits auf Limpig zu- 
riickzufiihrende Untersuchungen von ScHmaAuruss (1936), ScHmiptT 
(1936) u. a. zeigten die Sonderstellung des Kaliums fiir die Ernahrung 
hoherer Pflanzen. Fuss (1956) fiihrt die periodische Schwankung der Acidi- 
tatsainderung der Kulturlésung von Lupinus luteus auf die von den Be- 
lichtungs- und Verdunklungs-Perioden abhiingige Photosynthese und die 
damit in Zusammenhang stehende K-Aufnahme zuriick. Eine verstirkte 
K-Aufnahme fand unter seinen Bedingungen nur wahrend der Belich- 
tungsperiode statt. Bei dem heterotrophen Phycomyces lieB sich ein Ein- 
fluB des Lichtes auf die K-Aufnahme nicht nachweisen. Eine etwaige, 
wesentliche Kausalitat der dissimilatorischen CO,-Produktion fiir die px- 
Krniedrigung entfallt in unserem Beispiel aus naheliegender Uberlegung 
(pr 3!). 
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Neben einer Ansaiuerung des Nahrmediums von Pilzen durch die ver- 
_ starkte Bildung organischer Saéuren — etwa denen des Citronensaure- 
eyclus oder der Oxalsiure durch Aspergillus niger — muB daher, wie in 
unserem Falle, auch die Méglichkeit einer Aciditatserhdhung durch eine 
selektive Kationenaufnahme in Erwagung gezogen werden. 


Zusammenfassung 

1. Der Phycomyces-blakesleeanus-Stamm XX XVII H 102 (BuRGEFF) 
sduert, auf einer Nahrlosung nach Scuoprer kultiviert, sein Nahrmedium 
vom Ausgangs-px bei 5,0 bis etwa pu 3 an. Der niedrigste Wert ist nach 
8—12 Tagen erreicht. Dann steigt der px-Wert langsam wieder an und 
erreicht am 25.—30. Tag ungefahr px 3,6—4,0. 

2. Quantitative Bestimmungen eventuell gebildeter Citronensaure, 
Brenztraubensaure, Oxalséure und Milchséure ergaben lediglich Minimal- 
werte. Die entstandenen Sauren betragen nur rund 5% der zur Erklarung 
der Aciditatserh6hung notwendigen Menge. Papierchromatographisch 
lieBen sich auch nach erheblicher Konzentrierung der Ausgangslésung 
keine weiteren, organischen Saéuren auBer durch Autolyse abgegebenen 
Aminosauren nachweisen. Die Aminosduren traten aber erst nach dem 
Erreichen der niedrigsten py-Werte der Kulturlésung in dieser auf. 

3. Die Aufnahme der im Nahrmedium vorhandenen Ionenpaare K*, 
H,PO,- und Mg**, SO,-— durch den Pilz wurde quantitativ verfolgt. Sie 
betragt unter den gegebenen Bedingungen am 10. Tag fiir KT = 54 - 10-4, 
H,PO,- = 30- 10-4, Mgt+ = 19-10-4 und SO,- = 11-10-* Aqui- 
valente. Der Kurvenverlauf der Abnahme der einzelnen Stoffe entspricht 
im Prinzip der py-Abfallskurve. 

4. Das als Verunreinigung der Glucose gefundene Calcium spielt 
mengenmabig fiir die Aciditatsinderung keine Rolle. 

5. Ionenbilanzen ergeben zum Zeitpunkt des niedrigsten px-Wertes 
einen AnioneniiberschuB von 33,2 - 10-4 molar. In einer Elektrotitrations- 
kurve der Nahrlésung entspricht dieser Wert dem theoretischen und tat- 
sichlich gefundenen pxy-Wert von etwa 3,1. 

6. Der Aschegehalt der Pilzthalli entspricht ungefahr dem Salzverlust 
in der Nahrésung. 

7. Die Wiederabnahme der H-Ionenkonzentration nach dem 12.Kultur- 
tag ist mit einsetzenden Autolysevorgingen (Aminosdureausscheidung, 
Ammoniakbildung) und der wahrscheinlich passiven Riickgabe der Nahr- 
salze an das Medium verbunden. 

8. Die Aciditaétsinderung des Kulturmediums durch Phycomyces 
blakesleeanus ist daher im wesentlichen (zu 95%) auf eine selektive und 
verstarkte Kationen- besonders K-Ionen-Aufnahme zuriickzufiihren. 


Herrn Prof. Dr. Dr. K. Lonmann danken wir fiir sein kritisches Interesse am 
Fortschreiten der Untersuchung. Frl. M.-L. Jiéirnaus hat in dankenswerter Weise 


assistiert. 
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Untersuchungen iiber die granuliren Einsehliisse 
der Hefezelle* 


Von 
MARLEEN KARBER 


Mit 1 Textabbildung 


(Hingegangen am 3. Oktober 1957) 


In zahlreichen Arbeiten der letzten Jahre wird versucht, die Cytologie 
der enzymatisch so gut untersuchten Hefen zu klaren. Obwohl dieser 
Versuch mit den verschiedensten Methoden unternommen worden ist, 
steht eine endgiiltige Klarung noch aus. 

Im Rahmen dieser Arbeit interessierten besonders die ,,Granula‘‘ der 
Hefezellen, tiber deren Struktur und Funktion bis heute noch eine véllige 
Unklarheit herrscht. Es liegt auch keine Hinigung dariiber vor, ob wir es 
nur mit einem Granulatyp zu tun haben oder mit mehreren. Folgende 
Literaturtibersicht unter besonderer Beriicksichtigung von Arbeiten aus 
den letzten 10 Jahren soll dies belegen. 


Im normalen Hellfeldmikroskop fallen stark lichtbrechende Granula auf, die 
nicht selten besonders um die Vacuole herum lokalisiert sind. Bereits MacatLum 
(1899) stellte fest, daB mit dem Hinsetzen einer Garung diese Granula ihren Cha- 
rakter und auch ihre Zahl aéndern. Zu Beginn der Garung sollen sie mehr Fett- 
charakter, spater mehr Proteidcharakter besitzen. Nach WAGER u. PENntsTon (1910) 
kénnen die lichtbrechenden Granula je nach dem physiologischen Zustand der 
Hefezellen entstehen und verschwinden. Es soll sich um Fett- und Volutintropfen 
handeln. AuBerdem unterscheiden die Autoren auch noch Chromatingranula, die 
aber erst nach Fixierung und Farbung sichtbar werden. ScHULTZE (1910) beobach- 
tet schon die Speicherung von Indophenol in den ,,Trépfchen“ bei der Nadi-Reak- 
tion, eine Erscheinung, die spater fiir die Charakterisierung der Granula von Be- 
deutung wurde. Mit Hilfe der Fixierungsmethode von REGAUD weisen JANSSENS u. 
Hetsmorvet (1912) Chondriosomen (zur Terminologie vgl. KUstErR 1956, 8. 394; 
DeRosertts 1955, S. 114; Drawer 1953, 8. 136; Sterrean 1955) in den Hefe- 
zellen nach. AuBerdem sollen auch noch andere Granula vorkommen. Ein einwand- 
freier Nachweis von Chondriosomen, und zwar meist fadenformigen Chondriokon- 
ten, gelingt dann Gur~LieRMonD (1923) durch die Vitalfarbung mit Janusgriin B 
und Dabhliaviolett. Die um die Vacuole lokalisierten Granula sollen Lipoide ent- 
halten, so daB er sie als ,,granulations lipoidiques‘‘ von den Chondriosomen unter- 
scheidet (GuILLIERMOND 1932). In seinem zusammenfassenden Uberblick spricht 


Hewprict (1941) von Volutingranula. 


* Dissertation der Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat der Freien 
Universitat Berlin, 1957. 
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Wie GuILLIERMOND beschreibt auch Mrtsset (1938a, b) die sich mit Janusgriin 
vital farbenden stibchen- und fadenférmigen Chondriosomen. Er erwahnt aber 
nichts von anderen granuliren Einschliissen des Cytoplasmas, mit Ausnahme von 
Vacuolen in unmittelbarer Nahe der Chondriosomen, deren Inhalt sich wie diese, 
aber schwicher, mit Janusgriin firbt. Von besonderem Interesse ist der Gestalts- 
wechsel der Chondriosomen, der nach MetssEt bei einer Anderung des Verhaltnisses 
von Atmung und Garung bei Saccharomycodes ludwigit auftritt. Bei guten Atmungs- 
bedingungen durchsetzen zahlreiche fadige Chondriokonten das Cytoplasma. Mit 
Finsatz der Garung verschmelzen die Chondriokonten allmahlich zu einigen groBen 
hypertrophierten Chondriosomen, die an die Peripherie der Zellen wandern und 
groBe Strange bilden. Allerdings sollen nicht alle Zellen diese morphologischen 
Anderungen zeigen. . 

Aus vielen farbungsanalytischen Untersuchungen geht ohne Zweifel hervor, daf — 
die stark lichtbrechenden, im Phasenkontrast tief dunkel erscheinenden Granula 
sehr lipoidreich sein miissen — zumindest in bestimmten physiologischen Zustanden 
der Hefe. So farben sich die Granula mit Sudan und fluorescieren nach GRAFFI 
(1941) intensiv mit dem stark lipophilen Benzpyren. Wachsende Hefezellen be- 
sitzen mehr und meist auch kleinere Granula, die haufig zu gréBeren Klumpen zu- 
sammengeballt sind. Da bei Protisten und tierischen Geweben die Benzpyren spei- 
chernden Strukturen sich auch mit Janusgriin B vital farben lassen, werden sie fiir 
Mitochondrien gehalten (GraFrr u. Maas 1940, Grarrr 1940, vgl. auch GEISSLER 
1955) und sollen in der Hefe nicht mit den Volutinkérnchen von A. Meyer identisch 
sein (GRAFFI u. Mitarb. 1953). 

Wahrend Grarfrt also nur eine Granulaart, und zwar Mitochondrien, fiir Hefe 
beschreibt, unterscheidet BRanpr (1942) auf Grund einer Vitalfairbung mit Janus- 
grim B und von UV-Absorpticnsmessungen wieder zwei unterschiedliche Ein- 
schliisse des Cytoplasmas. Neben den mit Janusgriin vital farbbaren und kaum 
UV absorbierenden Chondriosomen an der Peripherie der Zelle zeichnen sich die 
vor allem in der Nahe des Vacuolenrandes liegenden Volutinkérnchen durch eine 
sehr starke UV-Absorption aus, sind also reich an Ribosenucleotiden. Sie kénnen zu 
Gruppen zusammentreten und sich bei einsetzendem Wachstum unter Verquellung 
auflésen. Jetzt weist das vorher nur sehr schwach absorbierende Cytoplasma eine 
starke UV-Absorption auf (CAspERSSON 1941, 1950, und CaspERsson u. BRANDT 
1941). Linrz (1951) bezeichnet die Volutingranula direkt als extranucleire Nucleoli. 


Zunaichst nennt auch LrnpEGREN die stark lichtbrechenden Granula ,,fat granu- 
les‘, 1948 identifizierte er sie aber wie GRaAFrFt u. Mitarb. mit den Mitochondrien 
(Linpecren 1949). In Ubereinstimmung mit den Angaben von CASPERSSON u. 
Branprt fiir die RNShaltigen Volutinkérnchen schreibt LinpEGREN, daB die 
,»,Mitochondrien* nur in ruhenden Zellen gut zu sehen sind. Mit Beginn der Zell- 
teilung sollen sie sich auflésen, so das das Plasma optisch homogen erscheint. Die 
Grundlage der Mitochondrien soll nach LinpEGREN (1952) RNS sein, auBerdem 
zeichnen sie sich durch einen wechselnden Fettgehalt aus, der in ruhenden Zellen 
am héchsten ist. 

Die Auffassung von Grarrt und von LINDEGREN setzt sich zunachst durch. 
Neben der Janusgriin B-Farbung sollen vor allem auch die Farbung mit Indophenol- 
blau bei der Nadi-Reaktion, mit Formazan bei der TTC-Behandlung, die vitale 
Fluorochromierung mit Berberinsulfat, die Mitochondriennatur der Granula be- 
weisen. So sprechen SARACHEK u. TOWNSEND (1953) von Mitochondrien und betonen 
deren ausgepragte Fahigkeit zur UV-Absorption. (Man vergleiche dazu aber die 
oben erwihnten Angaben von Branpr 1942.) Von MunpKuR (1953), Krree (1954), 
GEISSLER (1955), Hartman u. Lru (1954) sowie Nacat (1955) werden die Granula 
als Mitochondrien aufgefaBt. Rox (1955) spricht bei ihren Zentrifugierungsver- 


Untersuchungen iiber die granularen Einschliisse der Hefezelle 67 


suchen mit Hefe-Homogenat allerdings vorsichtiger von ,,Mitochondrien‘‘. Baurz 
u. Marquarprt (1953a, b) pragen zunichst zuriickhaltender den Begriff ,,Granula 
(Grana) mit Mitochondrienfunktion‘; spater sprechen sie aber auch einfach von 
Mitochondrien (Bautz u. Marquarpt 1954, Marquarpt u. Baurz 1954, Baurz 
1954). Ferner nehmen sie eine Korrelation zwischen Mitochondrienzahl und Zell- 
gréBe an, wahrend nach Munpxkur (1953) keine solche Beziehung bestehen soll. 
Elektronenmikroskopisch sind nach BarTHoLtoMEw u. Levin (1955) Granula ver- 
schiedener Dichte darstellbar, es ist aber nach den Autoren nicht moglich, die erhal- 
tenen Bilder als Mitochondrien zu identifizieren. 


Ganz abgesehen von der sehr klaren und iiberzeugenden Darstellung der Unter- 
schiede zwischen den lichtbrechenden Granula und den Chondriosomen durch 
GUILLIERMOND muBten gegen die Gleichsetzung beider Strukturen Bedenken auf- 
kommen, als DRAwERT (1955) zeigen konnte, da ein Aminopyren, das bei der Hefe 
sich so verhalt wie Benzpyren (vgl. Grarri 1941), in den Oberepidermiszellen der 
Schuppenblatter von Alliwm cepa nicht die Chondriosomen, sondern die Spharo- 
somen fluorochromiert. Ebenso verhalt sich Nilblau (DRAwERT 1952). Ferner lieB 
sich an Hefezellen zeigen, daB mit Berberinsulfat zwei Granulatypen nachweisbar 
sind, die sich so verhalten wie die Chondriosomen, bzw. die Spharosomen von 
Allium-Zellen gegeniiber dem Alkaloid (DRaAwERT u. KARper 1956). Gurz (1956) 
konnte bei seinen Untersuchungen an Mucor racemosus zu keiner klaren Zuordnung 
der Granula in den Hyphen dieses Pilzes zu den Chondriosomen oder den Spharo- 
somen kommen, so daf er die Vermutung ausspricht, daB es sich bei den ,,Chon- 
driosomen* und ,,Granula‘‘ von Mucor racemosus méglicherweise um verschiedene 
Zustandsformen ein und desselben Zellorganells handelt. Aus diesem Grunde begann 
ich mit einer eingehenden Analyse des Verhaltens der Hefegranula gegeniiber 
Vitalfarbstoffen. 


Inzwischen sind aber auch von anderer Seite Bedenken gegen die Gleichsetzung 
der lichtbrechenden Granula mit Mitochondrien erhoben worden. So anderten zu- 
nachst MarquarpT u. Bautz ihre Auffassung, indem Bautz (1955a) bei Hefen 
2 ,,Sorten‘’ von Mitochondrien, runde und stabchenférmige, unterscheidet. Ent- 
sprechende Beobachtungen macht Bautz (1955b, c, 1956) auch an weiteren hoheren 
Pilzen und nennt die beiden ,,Sorten‘‘ jetzt im AnschluB an die Verhaltnisse bei 
hoheren Pflanzen (sicehe PERNER 1953, DRAweERT 1953) ,,Mitochondrien“ und 
,,Spharosomen‘’. Ganz klar unterscheidet dann Yorsuyanaai (1955) zwei Arten 
von Plasmaeinschliissen bei der Hefe. Die lichtbrechenden Granula sollen sich nicht 
mit Janusgriin B, aber mit Sudan III und Formazan farben. Fiir die Chondriosomen 
ist dagegen die Vitalfarbbarkeit mit Janusgriin B und in fixierten Zellen die Far- 
bung nach der Altmann-Methode charakteristisch. Ihre Gestalt hangt weitgehend 
vom physiologischen Zustand der Hefe ab. EpHRuSSI u. SLONIMSKI (1955) betonen, 
daB nur Gebilde, die sich entsprechend den Angaben von YoTsuyANAGI mit Janus- 
grim B und nach der Altmann-Methode farben lassen, als Mitochondrien (Chon- 
driosomen) bezeichnet werden sollten. Mit diesen Methoden kann man sie unzwei- 
deutig von den lichtbrechenden Granula unterscheiden (EPHRUSSI, SLONIMSKI, 
Yorsvyanaai u. TAviirzKr1 1956). Indophenolblau ist kein Reagens auf Mitochon- 
drien. Die auf einem Mif®verstandnis beruhenden Einwainde von WixLuiaMs, LINDE- 
GREN u. Yuasa (1956) kénnen leicht widerlegt werden (EPHRUSSI, SLONIMSKI u. 
Yorsvyanaai 1956). In jiingster Zeit gelang es dann auch Acar u. Doveras (1957), 
elektronenmikroskopisch zwei Granulatypen nachzuweisen, und zwar unstruktu- 
rierte sehr dichte Granula und eine lamellare Struktur aufweisende Granula, die 
sich im peripheren Plasma befinden. Der letzte Typ wird als Mitochondrien gedeutet. 

Auch iiber die Bildung bzw. Vermehrung der fraglichen Strukturen herrscht noch 


nicht volle Klarheit. Eine Reduplikation der lichtbrechenden Granula ist zwar von 
5x 
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verschiedenen Seiten angenommen, bisher aber noch nie beobachtet worden. Ihr 
villiges Verschwinden wird von einigen Autoren angegeben. MULLER (1956b) 
beschreibt ,,de-novo‘-Entstehung von Hefegranula (= ,,.Mitochondrien‘‘), und 
Epnrusst et al. (1956) halten eine Neubildung des Chondrioms von einer farbbaren 
,perinucleiren Zone“ aus fiir méglich. Frpy-Wysstine (1955) wirft die Frage auf, 


ob sich die sichtbaren Mitochondrien nicht vielleicht aus sublichtmikroskopischen, _ 


nucleinsaurehaltigen Promitochondrien entwickeln kénnten (weitere Literatur siehe 
Srmrren 1955). Interessant ist in diesem Zusammenhang die Auffindung von Mito- 
chondrien-Vorstufen (,,Promitochondrien‘) in Paramaecien durch WOHLFAHRTH- 
BortTERMANN (1957). 


In der vorliegenden Arbeit sollte durch vergleichende Lebendbeobach- 
tungen im Phasenkontrastmikroskop und Vitalfarbungen versucht wer- 
den, folgende Fragen zu klaren: 1. lassen sich in Hefezellen immer beide 
Granulatypen nachweisen; 2. kann eine Gruppe auch fadenférmige Ge- 
stalt annehmen; 3. handelt es sich um Gebilde, die mit den Chondriosomen 
bzw..den Spharosomen der héheren Pflanzen identisch sind, oder liegen 
nur verschiedene Zustandsformen ein und desselben Zellorganells vor? 


Fiir die Vitalfarbungen wurden folgende Farbstoffe verwendet: Diazingriin 
(= Janusgriin B) Merck, Berberinsulfat neutral (Merck), Nilblau (Merck), Neutral- 
rot (Bayer), Rhodamin B (Merck). Der Fettfarbstoff Sudanschwarz B (Merck) wurde 
in alkoholischer Lésung angewendet. 

Janusgriin wird seit Mrcnaxtis (1900) zur elektiven Chondriosomenfairbung 
benutzt (GUILLIERMOND u. GAUTHERET 1939; SoRoKIN 1938, 1941; DRaweERT 1953; 
speziell fiir Pilze vgl. Gur~LreERMoND 1923, zus.fassend 1941; Tarwipowa 1938; 
Harman u. Liv 1954; Baurz 1955 a, b, ec und Gurz 1956). Die durch Reduktion 
entstehende fluorescierende Leukoform wird nach DRaweERtT (1953) von den Alliwm- 
Oberepidermiszellen in den Sphaérosomen gespeichert. 

Berberinsulfat wird ebenfalls von den Chondriosomen der Alliwm-Oberepidermis 
aufgenommen, wo es sich fluorescenzoptisch nachweisen laBt. Bei Sauerstoffmangel 
und unter der Einwirkung der Bestrahlung verblaBt die Chondriosomenfluorescenz 
aber in kurzer Zeit und die Sphirosomen beginnen intensiv zu fluorescieren. Wahr- 
scheinlich wird die (sekundire) Spharosomenfluorescenz durch eine verainderte 
Form (Reduktionsform?) des Berberinsulfats bewirkt (DRAwERT 1953). 

Nilblau farbt vor allem die Vacuolen lebender Zellen (Gui~LrERMOND 1922, 
GUILLIERMOND u. GAUTHERET 1938, Bucuy 1941, Drawer 1940, 1952, 1953). 
AuBerdem werden die Sphirosomen (= Mikrosomen) von Alliwm-Oberepidermis- 
zellen (DRAWERT 1952, 1953) und die Granula von Mucor racemosus fluorochromiert. 
Das in den handelsiiblichen Farbstoffpraparaten enthaltene Nilrot bewirkt eine 
sauerstoffunabhangige Fluorochromierung von Lipoiden. Reines Nilblau fluoro- 
chromiert lipoide Strukturen nur in reduziertem Zustand bei Abwesenheit von 
Sauerstoff (Gurz 1956). 

Zur Anfarbung der lipoiden Zellbestandteile wird von StruGGER (1938, 1939) 
das Rhodamin B empfohlen. Jonannes (1942) erhalt mit Rhodamin B eine Hell- 
feldfarbung der Chondriosomen von Saprolegnia. Das Fluorescenzbild lieB sich nicht 
eindeutig analysieren, da aufer den Chondriosomen auch Fettrépfchen den Farb- 
stoff gespeichert hatten. Yamawa (1938) kann jedoch bei der Zwiebelschuppen- 
epidermis keine Chondriosomenfarbung nach Rhodamin B-Behandlung feststellen. 
Drawert (1953) beobachtet an demselben Objekt nur ausnahmsweise eine Chon- 


driosomenfluorescenz. Auch Gurz (1956) erzielt mit Rhodamin B bei Mucor race- 
mosus nur eine diffuse Cytoplasmafluorescenz. 


—_ 
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Sudanschwarz B wird von Harman u. Lrv (1954) zur Farbung der Granula von 
_ Hefe verwendet. 

Die Versuche wurden mit folgenden Hefe-Stimmen durchgefiihrt: 1. Stamm S, 
Backerhefe, Saccharomyces cerevisiae (Hochschulbrauerei, Berlin), 2. Stamm YF, 
Amerikan. Backerhefe, S. cerevisiae (EPHRussI, Paris)!, 3. Stamm YFA, atmungs- 
gehemmte Mutante von YF (desgl.)!, 4. Stamm A 12, Saccharomycodes ludwigir 
(Pflanzenphys. Inst. Berlin-Dahlem); ferner in einem Teil der Versuche 5. Kléckera 
apiculata (Inst. f. Mikrobiologie und experimentelle Therapie, Jena). 

Als Nahrmedien dienten ungehopfte Bierwiirze, 12° ig (Hochschulbrauerei, 
Berlin) mit Leitungswasser 1:1 verdiinnt (py 5,8) und ,,Milieu 3S“ (nach Epu- 
RUSSI) mit folgender Zusammensetzung: Yeast Extract DIFCO 10,0 g; Glucose, 
CgH,.0,*H,O (Merck) 54,0 g; KH,PO, (Merck) 1,0 g; (NH,),SO, pro anal. (Kahl- 
baum) 1,2 g; aqua dest. ad 1000 ml (px 6,1). 

Zur Herstellung fester Nahrbéden wurden die Wiirze bzw. das ,,Milieu 3 S‘‘ mit 
2% Agar (Merck) versehen. 

In Atmungsmessungen mit der Warburg-Apparatur konnte der geringe O,-Ver- 
brauch des Stammes YF'A (StonimsxKy 1949) bestatigt werden, wie Tab. 1 belegt. 


Tabelle 1. O,-Verbrauch von 2,0 ml gleichdichter Hefe-Suspensionen in l/Std 


Stamm YF | Stamm VFA 
75,44 Mittelwert | 15,78 Mittelwert 
91,20 80,25 14,15 16,26 
74,10 18,86 

A. Hauptteil 


I. Deckglaskulturen 


Deckglaskulturen fiir die Lebendbeobachtung mit dem Phasenkontrastmikroskop 
wurden nach der Methode der Angleichung der Brechungsindices von Medium und 
Objekt (R. MtLier 1956a) angelegt. Die Nahrgelatine setzte sich zusammen aus 
weiBer gepulverter Gelatine (Merck) und 12%iger ungehopfter Wiirze, mit Lei- 
tungswasser oder aqua dest. 1: 1 verdiinnt. Die Gelatinekonzentration betrug 45%. 


1. Herstellung des Gelatinefilms 

Die Nahrgelatine wurde in einem Erlenmeyer-K6lbchen auf dem Wasserbad ver- 
fliissigt, die Objekttrager in heiBem aqua dest. erwarmt und kurz zwischen Filtrier- 
papier getrocknet. Mit einem erwarmten Glasstab brachte ich einen Tropfen Nahr- 
gelatine an den Rand des erwairmten Objekttragers und strich ihn schnell mit einer 
warmen Rasierklinge diinn aus. Auf den entstandenen diinnen Film wurden mit 
einer Impfnadel mehrere Trépfchen einer Hefeaufschwemmung gesetzt, dann be- 
deckte ich mit einem Deckglas, saugte die iiberschiissige Fliissigkeit am Rande mit 
Filtrierpapier ab und umrandete zum Schutz gegen Austrocknung mit Vaseline. 
Uberstehende Gelatinerander entfernte ich vorher behutsam mit einer Rasierklinge. 


2. Deckglaskultur mit Hefestamm S 
24 Std alte, bei Zimmertemperatur gewachsene Hefe aus Schragagar-Réhrchen 
(Wiirze-Agar) wurde in Wiirze (12% ig, mit Leitungswasser 1:1 verdiinnt) auf- 
geschwemmt und auf einen Objekttrager mit Nahrgelatine geimpft. 


1 Fir die Uberlassung der Stamme YF und Y#'A méchten wir auch an dieser 
Stelle Herrn Prof. Erurusst, Paris, und fiir die Kléckera apiculata Herrn Dr. 
R. Miiuer, Jena, vielmals danken. 
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a) Analyse vm Phasenkontrastmikroskop 


Die im Hellfeld lichtbrechenden Granula erschienen im Phasenkon- 
trast schwarz. In ruhenden Zellen lag die Mehrzahl der Granula kranz- 
formig um die Vacuole angeordnet. Bei einsetzendem Wachstum wurden 
die Granula im Cytoplasma verteilt. Ihre Verteilung bei der Zellsprossung ~ 
schien zufallig zu sein. Die Vacuole sandte wahrend der Zellteilung mehr- 
mals einen ziingelnden Fortsatz nach der Knospe hin aus, von dem kleine 
Anteile dabei getrennt und an die junge Zelle abgegeben wurden. Im 
Laufe des weiteren Wachstums vereinigten sie sich wieder zu einer 
Vacuole. Der Kern teilte sich erst gegen Ende der Knospung. Vorher 
war er nur undeutlich erkennbar. War die Zahl der Granula im Laufe 
der Zellteilungen auf ein Minimum (4—6 Granula je Zelle) gesunken, so 
schien eine Neubildung in folgender Weise vor sich zu gehen: 

In unmittelbarer Nahe des Zellkernes wurde ein im Phasenkontrast 
dunkélgrauer, nicht scharf umgrenzter gréBerer ,,K6rper“ sichtbar, der 
im Hellfeld nicht zu erkennen war. Er hatte rundliche bis ovale Gestalt 
und war etwas kleiner als der Zellkern. Von ihm lésten sich winzige, 
dunkelgraue Granula ab. Diese wurden vor allem an der Peripherie der 
Zelle sichtbar. Sie vergréBerten sich allmahlich und erschienen dabei im 
Phasenkontrast immer dunkler und scharfer. Nach etwa 2 Std hatten sie 
die GréBe und das Aussehen der iibrigen Granula erreicht. Der dunkel- 
graue ,,K6rper wurde bei der Granulaneubildung aufgebraucht. 

Diese Art der Granulaneubildung konnte sowohl in Einzelzellen als 
auch wahrend der Knospung beobachtet werden. Hierbei wurde der 
dunkelgraue ,,K6rper“ zusammen mit dem Kern an Mutter- und Tochter- 
zelle verteilt. Bei erneuter Knospung gelangten sowohl neu gebildete, 
kleine dunkelgraue, als auch im Phasenkontrast schwarz erscheinende 
Granula in die junge Zelle. 

Wahrend der 6—9stiindigen ununterbrochenen Beobachtung der 
Deckglaskulturen unter dem Phasenkontrastmikroskop konnte nie ein 
Verschmelzen von Granula festgestellt werden. Bisweilen lagerten sich 
2, 3 und 4 Granula enger zusammen. Sie blieben aber immer als Einzel- 
granula zu erkennen und trennten sich wieder bei einsetzender Zell- 
sprossung und Granulaverteilung. Ebenso konnte wihrend des angege- 
benen Zeitraumes nie eine véllige Auflésung einzelner Granula beob- 
achtet werden. In einigen Zellen vorkommende besonders groBe Gra- 
nula schienen wihrend der anhaltenden Sprossung etwas kleiner zu 


werden. Ihre Verteilung bei der Knospung erfolgte wie die der anderen 
Granula. 


Entsprechende Beobachtungen gelangen bei Deckglaskulturen von YF, Kléckera 
apiculata und Saccharomycodes ludwigii. Bei S. ludwigit trat der dunkelgraue 


Rieti besonders deutlich hervor. Aber auch hier war er nicht im Hellfeld sicht- 
ar. 
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II. Kultur und Vitalfarbung einzelner isolierter Zellen 


Zur Priifung, ob die im Phasenkontrast schwarz erscheinenden Granula und der 
dunkelgraue ,,Kérper‘ mit Diazingriin vital anfarbbar sind, wurden 24 Std alte, bei 
Zimmertemperatur gewachsene Kulturen von S und YF aus Schragagar-Réhrchen 
verwendet. 

Die Zellen wurden in 12% iger steriler ungehopfter Wiirze aufgeschwemmt und mit 
einer sterilen kleinen Glasfaden-Ose auf Deckgliser ausgestrichen, die vorher ent- 
sprechend dem auf §. 69 geschilderten Verfahren mit einem Gelatinefilm versehen 
waren. 

Die Mikroésen wurden in Anlehnung an Prrerrt (1932) mit dem Mikrokauter 
hergestellt. Dabei ist zu beachten, daB die Ose genau in einer Ebene liegt und daB 
das Osenende angeschmolzen wird, da sich sonst die Ose beim Benetzen auseinander 
biegt, was die Bildung eines Fliissigkeitshautchens verhindert. Als sehr zweckmaBig 
erwies sich auch die Ausspannung einer feinsten Kollodiummembran iiber der 
fertigen Ose. 

Zur Schaffung einer feuchten Kammer kam zwischen Deckglas und Objekttrager 
ein unter sterilen Bedingungen passend zugeschnittenes Fensterchen aus Filtrier- 
papier. Hierfiir empfehlen sich die besonders diinnen Filter von Schl. u. Sch. Nr.575. 
Zum Schutz gegen Austrocknung wurden die Objekttrager in sterile Petrischalen 
tibertragen, die mit feuchtem Filtrierpapier ausgelegt waren. 

Um einzelne Hefezellen zu isolieren, wurde ein in der oben beschriebenen Weise 
beimpftes Deckglas mit Vaseline auf der oberen Offnung der feuchten Kammer des 
Gleitmikromanipulators von Carl Zeiss, Jena, befestigt, die Ose in die Kammer 
eingefiihrt und von unten an das Deckglas herangebracht. Unter Beobachtung mit 
der Olimmersion isolierte ich eine passend erscheinende einzelne Hefezelle mit der 
Ose und iibertrug sie auf ein rasch ausgewechseltes, mit Gelatinefilm und Wiirze 
versehenes Deckglas. Das spaitere Wiederauffinden der isolierten Hefezelle wurde 
dadurch erleichtert, da ich zwei der Zelle gegeniiberliegende, meist charakteri- 
stisch gezackte Randstellen des Gelatinefilms vermerkte. Die Deckglaser mit den 
isolierten Hefezellen kamen dann auf Objekttrager mit feuchtem Filtrierpapier- 
fenster und in die feuchten Petrischalen. Nach 3stiindigem Aufenthalt im Brut- 
schrank bei 28° C fingen die Zellen an zu knospen. 


Im Phasenkontrast sind jetzt die schwarz erscheinenden Granula, die 
Vacuolen und in Teilung befindliche Kerne gut zu erkennen. Nach drei 
aufeinanderfolgenden Zellgenerationen ist die Granulazahl meist so weit 
gesunken, daB in giinstig gelagerten Zellen bzw. Zellverbanden ein tiber- 
sichtliches cytologisches Bild entsteht. Beim Stamm YF sind die Zellen 
etwas kleiner und die schwarz erscheinenden Granula nicht in so ver- 
schiedenen optischen Ebenen gelagert wie bei dem Stamm S. 


Nachdem die Granulazahl und etwaige morphologische Besonderheiten (Form, 
GroBe der Zelle und der Vacuole, eventuell Zahl der Vacuolen, Knospennarben) 
einer bestimmten Zelle notiert waren, erfolgte eine Vitalfarbung mit Diazingriin 
1:20000 in einer 1%igen Lésung von Glucose (Merck) in Leitungswasser. Zur 
Sauerstoffsittigung leitete ich vorher 4% Std lang Prefluft durch die Lésung. Kin 
Tropfchen der Farblésung wurde mit einer Glascapillare in die Mitte eines feuchten 
Filtrierpapierfensters auf einen Objekttrager gebracht. Auf dieses Farbtrépfchen 
kam das Deckglas mit der vorher ausgewahlten Zelle. Bei einiger Ubung findet 
man die Zelle mit einem schwachen Objektiv innerhalb kiirzester Zeit (1—11 min). 
Die Beobachtung erfolgte mit einer Zeiss Olimmersion Apo 90. 
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Eine Farbung der Granula trat 2 min nach Zugabe der Farbstoff- 
lésung ein. Sowohl bei Zellen des Stammes S als auch bei YF stimmte 
bei wiederholten Versuchen die Anzahl der im Phako schwarz erscheinen- 
den Granula mit der Anzahl der mit Diazingriin gefarbten Granula tiberein. 
Bei S konnte die Blaufirbung eines im Phasenkontrast dunkelgrau er- — 
scheinenden groBeren ,,Kérpers‘‘ in einer einzelnen Zelle und wahrend 
der Verteilung mit dem Kern bei einer knospenden Zelle beobachtet 
werden. Die Granula und die blau gefarbten gréBeren Gebilde waren 
spiitestens 6 min nach Zugabe des Farbstoffes entfarbt. Die Entfarbung 
erfolgte plotzlich. 


Ill. Farbungen mit verschiedenen Farbstoffen unter 
variierten Bedingungen und gleichzeitige Analyse mit dem 
Phasenkontrastmikroskop 


Die fluorescenzmikroskopischen Untersuchungen erfolgten mit einer Kohle- 
bogenlampe unter Zwischenschaltung der beiden Erregerfilter BG 12, 2 und 3mm 
zur Erzeugung von Blaulicht und unter Benutzung des Ocularsperrfilters OG 5. 


1.Hefe von Schrégagar-Réhrchen 


a) Hefestamm S 
Bei einem Teil der Zellen befanden sich starker lichtbrechende Granula 
vor allem an der Grenze Vacuole/Cytoplasma, bei anderen Zellen waren 
sie aber auch im Cytoplasma verstreut. Im Phako war auBer der Vacuole 
und den schwarz erscheinenden Granula in mehreren Zellen, meist in 
Kernnahe, ein dunkelgrauer ,,K6rper** deutlich zu erkennen. 


Farbung mit Diazingriin 

Der Farbstoff wurde in einer Konzentration 1: 20000 in Leitungswasser mit und 
ohne Zusatz von 1% Glucose angewendet. Die Hefe wurde in der Farblésung auf- 
geschwemmt. Die Beobachtung im Hellfeld erfolgte mit einer Leitz- Wasserimmersion 
(90fache VergréBerung). Das Objektiv tauchte unmittelbar in die Farbstofflésung. 
Hine blaue Granulafarbung trat nach einer Farbedauer von 2% bis 3 min auf. 

Die blaugefirbten Granula lagen zum Teil an der Grenze Vacuole/ 
Cytoplasma, zum Teil im Cytoplasma verstreut. In einigen Zellen farbten 
sich auBerdem winzige Granula an der Cytoplasmaperipherie. 4 min nach 
der Farbstoffzugabe ging die Blaufirbung der gréReren Granula in einen 
blau- bis lilaroten Ton iiber. Die winzigen Granula an der Cytoplasma- 
peripherie entfarbten sich plétzlich. Nach 5 min farbte sich das Cyto- 
plasma rosa bei gleichzeitiger Entfairbung aller Granula. Nach 10 min 
Farbedauer erschien das Cytoplasma farblos. Jetzt zeigte aber die Vacuole 
eine schwache rétliche Ténung. Auch blaulich-rote Vacuolenfirbungen 
beobachtete ich gelegentlich. In einigen Zellen konnte die Anfirbung 
eines kurzen oder lingeren Fadens festgestellt werden. Wie bei den 
Granula trat Entfairbung ein. Die fidigen Gebilde verkiirzten und ver- 
dickten sich zum Teil unter der Kinwirkung des Farbstoffes, ehe sie sich 
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entfarbten. Zum Teil beobachtete ich auBer einer blauen Granulafarbung 
eine diffuse schwach blauliche Ténung des Cytoplasmas. Die Entfarbung 
konnte auch in der Weise erfolgen, da das Cytoplasma bereits rosa ge- 
férbt war, die Granula jedoch noch einen blau-violetten Ton beibehielten 
und erst allmahlich abblaBten. 

Bei der fluorescenzmikroskopischen Beobachtung wurde mit DeckglasabschluB& 
gearbeitet. Die Farbedauer bis zum Deckglasabschlu8 betrug 214,—3 min. Die Pra- 
parate wurden mit Vaseline umrandet. 

Nach 10min Deckglasabschlu8 war nur eine orange Cytoplasma- 
fluorescenz zu sehen. Sie verstirkte sich bei Bestrahlung zu Goldgelb 
und iiberstrahlte auch zum Teil die allmahlich auftretende goldgelbe 
Granulafluorescenz. Nach 15 min Deckglasabschlu8 traten in dem rot- 
lich-orange fluorescierenden Cytoplasma einiger Zellen sofort bei Ein- 
schalten des Erregerlichtes schwach gelblich fluorescierende Granula 

_hervor. 

Bis zur Dauer von 1 Std Deckglasabschlu8 gelangten alle 5 min Praparate zur 
fluorescenzoptischen Untersuchung. AuBer Zellen mit rétlich-orange fluorescierendem 
Cytoplasma und schwacher gelblicher Granulafluorescenz traten auch Zellen mit 
schwacher gelblich-oranger oder gelblich-weiBer Cytoplasmafluorescenz auf. Nach 
1 Std DeckglasabschluB zeigten einige Zellen schwache gelblich-orange, andere 
schwache rotlich-orange Cytoplasmafluorescenz. Im letzteren Fall verstarkte sich 
diese bei Bestrahlung mit Blaulicht zu Goldgelb, im ersten Fall trat eine sehr 
schwache, gelblich-weiBe Granulafluorescenz ein. Nach 2 Std Deckglasabschlu8 war 
eine orange Cytoplasmafluorescenz zu sehen, die unter Blaulicht verstarkt wurde. 
Unter den Bedingungen des 2stiindigen Deckglasabschlusses wurde nur bei wenigen 
Zellen durch Bestrahlung eine Granulafluorescenz hervorgerufen. Nach 3stiindigem 
DeckglasabschluB zeigten alle Zellen schwache orange Cytoplasmafluorescenz, die 
sich bei Bestrahlung etwas verstairkte. Granulafluorescenz war auch nach langerer 
Bestrahlung nicht zu beobachten. Im Hellfeld erschienen jetzt alle Zellen farblos. 
Nach 14stiindigem DeckglasabschluB zeigten die meisten Zellen eine schwache 
gelbliche Cytoplasmafluorescenz, jedoch keine Granulafluorescenz. Die durch Be- 


strahlung hervorgerufene Granulafluorescenz blieb auch nach 2tagigem Deckglas- 
abschlu8 erhalten. Eine Eigenfluorescenz ungefarbter Hefezellen war nicht zu 


beobachten. 
Farbung mit Berberinsulfat 

Angewendet wurde der Farbstoff in einer Konzentration von 1:10000 in 
Leitungswasser. Eine Stammldsung 1:1000.in aqua dest. diente als Ausgangs- 
lésung. Die Hefe wurde in der Farblésung aufgeschwemmt. Die Farbezeit bis zur 
Bedeckung mit einem Deckglas betrug 4—41% min. 

Sofort nach Deckglasabschlu8 und Einschalten des Erregerlichtes war 
auBer einer schwachen, weiflich-gelben Cytoplasmafluorescenz eine 
schwache gelbliche Granulafluorescenz zu beobachten. Diese erlosch 
jedoch unter der Strahlenwirkung innerhalb von 15 sec (siehe DRAWERT 
u. Kkrper 1956). Das Cytoplasma begann jetzt intensiv gelb zu fluores- 
cieren. Wurden die Praparate nach Deckglasabschlu8 mit Vaseline um- 
randet, so konnte nach 1/,-, 1- und 2stiindigem DeckglasabschluB eine 


Granulafluorescenz festgestellt werden, die im Gegensatz zu der vorher 
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beschriebenen unter dem Einflu8 der Bestrahlung nicht verschwand. In 
einzelnen Zellen trat eine Granulafluorescenz erst bei Bestrahlung auf. 
Das Cytoplasma zeigte nur eine schwache weiBlich-gelbe Fluorescenz, 
die bei Bestrahlung unbeeinfluBt blieb. In einigen Zellen konnte sofort 
nach DeckglasabschluB auch ein gréBerer ,,Kérper“ oder ein langerer — 
Faden beobachtet werden, die beide durch Berberinsulfat fluorochromiert 
wurden. Auch hier kam die Fluorescenz wie bei den zuerst beschriebenen 
Granula fast unmittelbar nach einsetzender Bestrahlung zum Erléschen. 
Nach mehrstiindigem Deckglasabschlu8 fand ich keine fluorescierenden 
,,Koérper** bzw. Faden. 

Wurden mit Berberinsulfat gefarbte Hefezellen nach wenigen Minuten 
Deckglasabschlu8 im Blaulicht betrachtet, so konnten das Verléschen der 
,primaren Granulafluorescenz und die unter der Strahleneinwirkung 
beginnende ,,sekundare*‘ Granulafluorescenz nacheinander beobachtet 
werden. Dabei zeigten einige der ,,primar“ fluorescierenden Granula an- 
scheinend auch eine ,,sekundare*‘ Fluorescenz. Umgekehrt schienen alle 
, sekundar‘ fluorescierenden Granula vorher eine ,,primare“ Fluorescenz 
aufzuweisen. Allerdings fluorescierte hier ,,primar“‘ nicht das ganze Gra- 
nulum, sondern allem Anschein nach nur ein kleinerer ,,Kern‘‘, wahrend 
bei der ,,sekundaren‘ Fluorescenz das Fluorescenzlicht sehr intensiv vom 
ganzen Granulum ausgestrahlt wurde. Die ,,sekundar‘* fluorescierenden 
Granula befanden sich zum Teil mit einer gewissen Haéufung an der 
Grenze Vacuole/Cytoplasma, zum Teil waren sie auch im Cytoplasma 
verteilt. Die nur ,,primar“‘ fluorescierenden Granula lagen zerstreut im 
Cytoplasma, vorwiegend an der Peripherie der Zelle. Nach 1 tagigem 
Deckglasabschlu8 war keine Granulafluorescenz mehr festzustellen. 


Farbung mit Sudanschwarz B 


Verwendet wurde eine Lésung in 70% igem Alkohol (siehe Romets). 
Die Zellen wurden sofort nach dem Aufschwemmen in der Farblésung 
betrachtet. Nach kurzer Zeit wiesen alle Zellen blaugefarbte Granula in 
reichlicher Anzahl auf. GroBere gefirbte ,,Kérper‘‘ beobachtete ich nie. 


Farbung mit Nilblau 

Die Hefezellen wurden nach 4 min Farbedauer in Nilblaukonzentra- 
tionen von 1: 10000 und 1 : 20000 in Leitungswasser gelést, untersucht. 
Im Hellfeld zeigten nur die Vacuolen eine blaue Firbung. Zum Teil 
traten in den gefarbten Vacuolen Entmischungserscheinungen auf. Im 
Blaulicht fluorescierten nur die Granula schwach orange, waihrend Cyto- 
plasma und Vacuole ohne Fluorescenz waren. Nach 1 Std Deckglas- 
abschluf (Vaselineumrandung) fluorescierten die Granula intensiv gold- 
gelb. Bei Zugabe von H,0, erlosch die goldgelbe Granulafluorescenz. 
Nur eine schwache orange Fluorescenz blieb bestehen (siehe Guz 1956). 
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Farbung mit Neutralrot 


Die Konzentrationen der verwendeten Farbstofflésungen betrugen 1:10000 und 
1:20000, in Leitungswasser gelést. Die Untersuchung erfolgte mit einer Wasser- 
immersion. Sofort nach dem Aufschwemmen der Hefe in der Farblésung war eine 
schéne rote Vacuolenfarbung zu sehen. Bei knospenden Zellen beobachtete ich in 
Mutter- und Tochterzelle je eine gréBere gefirbte Vacuole. Selten erschienen in 
einer Zelle auch zwei grofere gefirbte Vacuolen. Entmischungserscheinungen 
konnten haufig als sichelférmige Bildungen am inneren Vacuolenrand oder als 
kugelige Gebilde in der Vacuole festgestellt werden (GuILLIERMOND 1923, Kiister 
1956, S. 568). Eine Verbindung der Vacuolen von Mutter- und Tochterzelle lieB 
sich nie feststellen. Im Blaulicht war nur eine diffuse gelbliche Cytoplasmafluorescenz 
zu erkennen. 


Farbung mit Rhodamin B 


Die Konzentration des in Leitungswasser gelésten Farbstoffes betrug 1:10000. 
Nach 5 und 10 min Farbedauer wurde bei Sofortbeobachtung nur in wenigen Zellen 
eine leuchtend gelbe Cytoplasmafluorescenz festgestellt. Die Mehrzahl der Zellen 
wies keinerlei Fluorescenz auf. Nach 1%- und 18stiindigem DeckglasabschluB 
(Vaselineumrandung) zeigten auch die vorher nicht fluorochromierten Zellen eine 
schwache, diffuse gelbe Cytoplasmafluorescenz. Granula oder andere Strukturen 
fluorescierten nicht. Im Hellfeld konnte zu keinem der angegebenen Zeitpunkte 
eine Farbung beobachtet werden. 


b) Hefestamm YF 


Im Hellfeld erschienen lichtbrechende Granula zum Teil kranzformig um die 
Vacuole gelagert, zum Teil lagen sie auch im Cytoplasma verstreut. 

Im Phasenkontrast traten die im Cytoplasma verstreuten oder am Rand der 
Vacuole gelagerten Granula besonders deutlich hervor. 

Die Farbeversuche erbrachten die gleichen Ergebnisse wie mit Zellen des Stam- 
mes S. Bei einer 9 Std alten Schrigagar-Kultur wurde eine Doppelfairbung mit 
Diazingriin 1:20000 und Neutralrot 1:10000 vorgenommen. Bei Beobachtung mit 
einer Wasserimmersion im Hellfeld erschienen nur die Vacuolen rot gefarbt. In 
knospenden Zellen konnte auBerdem ein blau gefarbter groBerer ,,Kérper“ beob- 
achtet werden, der in einigen Fallen gerade in dem Isthmus zwischen Mutter- und 
Tochterzelle lag. Der ,,K6rper‘‘ entfarbte sich, wihrend die Vacuole gefarbt blieb. 


c) Hefestamm YFA 


Im Hellfeld waren in den Zellen lichtbrechende Granula zu sehen, die 
im Phasenkontrast schwarz erschienen. 


Farbung mit Diazingrin 
Im Hellfeld trat waihrend der Beobachtungszeit von 1/, Std mit der 
Wasserimmersion keine sichtbare Farbung auf. Nach 1—3stiindigem 
Deckglasabschlu8 (Vaselineumrandung) beobachtete ich im Blaulicht 
nur eine sehr schwache orangerote Cytoplasmafluorescenz. Auch bei 
langerer Bestrahlung trat keinerlei Verdnderung ein. 


d) Hefestamm A 12 
Im Hellfeld waren lichtbrechende Granula sichtbar. Im Phasenkontrast wurde 
auBer schwarz erscheinenden Granula in einzelnen Zellen ein dunkelgrauer ,,K6rper“ 
beobachtet. 
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Farbung mit Diazingriin 

Bei Betrachtung im Hellfeld mit einer Wasserimmersion konnte auBer blau 
gefarbten Granula vereinzelt auch ein blau gefarbter ,,Kérper“ beobachtet werden, 
der sich wie die Granula entfarbte. Nach 10 min DeckglasabschluB zeigte das Cyto- 
plasma eine orange-rote Fluorescenz. Nach kurzer Bestrahlungsdauer trat auch 
gelblich-weiBe Granulafluorescenz ein. Im Hellfeld wiesen Cytoplasma oder Vacuole ; 
eine schwache rétliche Farbung auf. Nach 25 min Deckglasabschlu8 war in einigen 
Zellen auBer der Cytoplasmafluorescenz (orange) eine gelblich-weiBe Granula- 
fluorescenz zu erkennen. Nach 1 Std DeckglasabschluB fluorescierte das Cytoplasma — 
orange bis schwach hellgelblich. Eine Granulafluorescenz trat erst bei Bestrahlung 
auf. Einige Zellen erschienen im Fluorescenzbild tief orangerot gefarbt (tote — 
Zellen?). Im Hellfeld waren fast alle Zellen ungefarbt. Nur einige wenige, bei — 
denen das Cytoplasma zum Teil von der Wand gelést war, zeigten rétliche Cyto- — 
plasma- und Granulafarbung. Auch nach 3stiindigem DeckglasabschluB war eine — 
Granulafluorescenz nur durch Bestrahlung bei einem Teil der Zellen zu erhalten. 
Nach 1 tagigem DeckglasabschluB zeigten alle Zellen nur eine gelblich-weiBe oder 
auch orange Cytoplasmafluorescenz. 


Farbung mit Berberinsulfat 


Bei Farbung mit Berberinsulfat lieB sich auch bei dem Stamm A /2 auBer einer 
schwachen diffusen Cytoplasmafluorescenz eine ,,primare“ Fluorescenz von Granula — 
feststellen, die nach kiirzester Bestrahlungsdauer verschwand. Nach einer halben 
Stunde Deckglasabschlu8 konnte eine ,,sekundare‘‘ Granulafluorescenz beobachtet 
werden, die auch bei lingerer Strahleneinwirkung bestehen blieb. 


Farbung mit Nilblau 


Mit Nilblau erhielt man im Blaulicht wie bei den vorher untersuchten Stémmen 
nach DeckglasabschluB eine goldgelbe Granulafluorescenz. Es wurden keine gréBeren 
,,Korper‘‘, analog den im Phasenkontrast sichtbaren, fluorochromiert. 


Farbung mit Rhodamin B 


Sofort nach DeckglasabschluB zeigte die Mehrzahl der Zellen eine schwache 

diffuse, einige Zellen auch leuchtend gelbe Cytoplasmafluorescenz. Nach %- und 
— 18stiindigem Deckglasabschlu8 (Vaselineumrandung) war das Bild unverandert. 
Eine Granulafluorescenz oder eine Hellfeldfarbung beobachtete ich zu keinem der 
angegebenen Zeitpunkte. 


Farbung mit Sudanschwarz B 


Die Farbung ergab wie bei den iibrigen Stiémmen eine blaue Granulafarbung. 
Vereinzelt wurde in Zellen mit geringer Anzahl gefairbter Granula ein gréBerer 
Kérper, von dem ein fadenférmiger Fortsatz ausging, angefirbt. 

Kine Farbung mit Neutralrot fiihrte ich nicht aus. 


2. Hefe aus Garréhrchen 


Sterile Garréhrchen wurden mit einer Hefeaufschwemmung in einer der beiden 
verwendeten sterilen Nahrlésungen beschickt. Die relative Triibungsintensitat der 
Wiirze bzw. des ,,Milieu 3 S“ allein betrug im Durchschnitt 3,0. Die Bestimmung 
der relativen Triibungsintensitaét der verwendeten Hefeaufschwemmungen ergab 
einen Durchschnittswert von 10,0. Die Messung erfolgte mit einem Leitz-Kompen- 
sationsphotometer mit N ephelometereinrichtung (Filter 60). Die Garung setzte 
meist ein nach ungefihr 3 Std Aufenthalt im Brutschrank bei 28°C. Die Beob- 
achtung erstreckte sich vom Beginn der Garung an iiber einen Verlauf von 4 Std. 
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Vor Zugabe der Farblésungen wurde die Hefe von der Nahrlésung abzentrifugiert 
- und mit reinem Leitungswasser oder Leitungswasser ++ 1% Glucose ausgewaschen. 
Die Ausfiihrung der Farbungen erfolgte wie unter 1a) 


a) Hefestamm S 
_ Im Hellfeld konnten keine lichtbrechenden Granula festgestellt wer- 
den. Im Phasenkontrast waren aufBer sehr kleinen schwarzen Granula 
haufig nur kleine dunkelgraue Granula oder ein gréBerer dunkelgrauer 
,.Xorper“ zu sehen. In giinstigen Fallen konnten auch feine Faden in 
geringer Anzahl beobachtet werden. Manchmal erstreckte sich ein langer 
Faden von der Mutter- bis in die Tochterzelle. Meistens waren jedoch die 
Faden ktirzer, und es konnte beobachtet werden, wie sich aus ihnen 2 
oder 3 kleine dunkelgraue Granula bildeten. Die Faden gingen zum Teil 
von den dunkelgrauen ,,K6rpern“ aus, zum Teil lagen sie einzeln im 
peripheren Cytoplasma. 
Farbung mit Diazingriin 

Mit Diazingrin wurden nur kurz nach Beginn der Garung Granula im 
peripheren Cytoplasma oder auch ein langer Faden zwischen Mutter- und 
Tochterzelle angefarbt. Nach kiirzester Zeit erfolgte die Entfairbung. 
Nach 1sttindigem Deckglasabschlu8 trat nur eine schwache orange Cyto- 
plasmafluorescenz auf, die sich bei Bestrahlung mit Blaulicht zum Teil 
verstarkte. 

Farbung mit Berberinsulfat 

Nach Farbung mit Berberinsulfat war auBer einer schwachen weiblich- 
gelben Cytoplasmafluorescenz nur eine kaum wahrnehmbare ,,primare“ 
Granulafluorescenz zu erkennen. Diese wurde bei Bestrahlung augen- 
blicklich geléscht. Auch nach mehrstiindigem DeckglasabschluB konnte 
keine Granulafluorescenz beobachtet werden. Die schwache weiflich- 
gelbe Cytoplasmafluorescenz veranderte sich bei Bestrahlung nicht. 
Nach 24stiindiger Garung fielen im Phasenkontrast in allen Zellen 
groRere schwarze Granula auf. Nach Berberinsulfatférbung und Deck- 
glasabschlu8 von 1/, Std war sofort bei Hinschalten des Erregerlichtes 
eine gelbliche Granulafluorescenz sichtbar, die auch bei langerer Bestrah- 
lung bestehen blieb. 

) Farbung mit Sudanschwarz B 

Nach Sudanschwarz B-Behandlung beobachtete ich keine Granula- 

farbung. 


An Hefe aus Garréhrchen wurden entsprechende Phasenkontrastbeobachtungen 
und Farbungen mit gleichem Ergebnis bei den Stémmen YF und A 12 unter- 
nommen. Bei A 12 waren im Phasenkontrast auBer dunkelgrauen Granula auch 
immer kleine schwarze Granula zu sehen. Garende Hefe des Stammes YI'A zeigte 
4m Hellfeld keine lichtbrechenden Granula. Im Phasenkontrast beobachtete man 
nur wenige, dunkelgraue Granula oder ein dickes, kurzes stibchenformiges dunkel- 
graues Gebilde zwischen Mutter- und Tochterzelle. Farbungen fiihrte ich nicht aus. 
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3. In fliissigem Medium beliftete Hefe 


Die Hefe wurde in 85 ml sterilem ,,Milieu 3 S“‘ aufgeschwemmt und in einer 
sterilen Gaswaschflasche mit Glasfritte (Inhalt 100 ml) im Brutschrank bei 28 Cc 
mit PreBluft beliiftet (vgl. TavirrzKt 1949, Epnrusst et al. 1956). Die Luft durchlief 
vor ihrem Eintritt in das Versuchsmedium eine trockene Waschflasche mit steriler 
Baumwollwatte und danach eine Waschflasche mit sterilem destilliertem Wasser. 
Zu Beginn eines jeden Versuches wurde 
die relative Triibungsintensitat mit dem 
[. = Nephelometer gemessen. Sie betrug durch- 

' schnittlich 7,6. Es empfahl sich, als Ma® 
fiir das Wachstum der untersuchten Hefe 
die Zunahme der relativen Triibungs- 
intensitat zu wahlen. Sie wurde im Ver- 
lauf von 10—12 Std alle 60 min und zur 
x Zeit des steilen Wachstumsanstieges alle 

30 min durch Probeentnahmen unter 

sterilen Bedingungen ermittelt. Parallel 

zu den Triibungsmessungen erfolgten Be- 

obachtungen unter dem Phasenkontrast- 
« mikroskop und Farbungen mit Diazingriin. 
Beliiftet wurde anfanglich mit etwa 130 
Luftblasen/min. Nach 5 bzw. 7 Std konnte, 
da die Schaumentwicklung nachgelassen 
hatte, mit 150 und 170 Luftblasen/min 
beliiftet werden. 


20 
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Abb. 1. Wachstumskurven verschiedener Hefe- cytologische Bild sehr dem auf 


stiimme (fliissiges ,,Milieu 3S‘* bei 28°C unter 
Beliiftung). x x Stamm 8S; 
o——o Stamm YF; - «Stamm 4A 12, 
Auf der Abszisse ist dieVersuchszeit in Stunden, 
auf der Ordinate sind die Logarithmen der 
relativen Triibung als Ma’ des Wachstums 
abgetragen. Die Pfeile zeigen das Auftreten 
des im Phako dunkelgrauen, mit Diazingriin 
(= Janusgriin B) fiirbbaren ,,Kérpers** an 


Schragagar kultivierter Hefe. Es un- 
terschied sich wesentlich von dem 
Bild, das girende Hefe zeigte. Die 
im Phasenkontrast schwarz erschei- 
nenden Granula waren wahrend der 
Beobachtungszeit in reichlicher An- 


zahl sichtbar. Bei girender Hefe ver- 
schwanden sie vollstindig oder waren sehr klein und nur in geringer Zahl 
vorhanden (siehe §. 77). 

Kin dunkelgrauer ,,Kérper‘ lieB sich bei den Stammen S und YF zu 
Beginn der Versuche nachweisen. Er trat erneut in Erscheinung nach 
ungefahr 41/,—9 Std, zu Beginn und zum Ende des steilen Anstieges der 
Wachstumskurve (vgl. Abb. 1). Bei dem Stamm YF war der dunkel- 
graue ,,Kérper‘ zarter, kleiner und schwerer erkennbar. Bei den darauf- 
folgenden Beobachtungen wurden neben den schwarz erscheinenden 
Granula auch winzige dunkelgraue bzw. sehr kleine schwarze Granula 
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sichtbar. Fadige Gebilde beobachtete ich nie. Bei Saccharomycodes (A 12) 
_konnte ein dunkelgrauer ,,K6rper‘’ am Anfang der Versuche sowie 
5 und 8 Std nach Versuchsbeginn festgestellt werden. Spater waren die 
Bilder durch die stark vergréRerten Vacuolen und die im umgebenden 


schmalen Cytoplasmabereich zusammengedringten Granula uniiber- 
sichtlich. 


b) Farbung mit Diazingriin 


Die aus der beliifteten Waschflasche entnommene Probe wurde zentrifugiert 
und mit Leitungswasser ohne oder mit Zusatz von 1% Glucose ausgewaschen. 

Mit Diazingriin farbten sich im Hellfeld entsprechend den Beobach- 
tungen im Phasenkontrast auSer den Granula zu bestimmten Zeitpunk- 
ten auch grofere ,,K6rper*. Vollstandige Entfarbung trat wie bei den 
Granula innerhalb 6—10 min ein. Gefarbte fadige Gebilde stellte ich nie 
fest. Wahrend des steilen Anstieges der Wachstumskurve (Abb. 1) war 
mit Diazingriin bei Zellen der Stamme S und YF nur eine sehr schwache, 
schnell verblassende oder keine Farbung der Granula zu erhalten. Eine 
schwache Granulafluorescenz nach DeckglasabschluB (15—30 min) trat 
vereinzelt nur wahrend der ersten 3 Std des Wachstums im beliifteten 
fliissigen Medium auf. Nach 4 Std Wachstum war im Hellfeld nur eine 
blasse, schnell verschwindende Granulafarbung zu beobachten. Nach 
Deckglasabschlu8 trat bei einer Beobachtung im Abstand von 5 min 
wahrend 40 min keinerlei Granulafluorescenz auf. Im Hellfeld erschienen 
schon nach 10 min alle Zellen farblos. 


Bei Saccharomycodes (A 12) ergab sich wahrend der Zeit, in der die 
Wachstumskurve aufgestellt wurde, mit Diazingriin immer eine Granula- 
farbung im Hellfeld. Diese war besonders gut nach 6—8stiindigem 
Wachstum der Hefe im beliifteten Medium zu beobachten. 3 min nach 
Aufschwemmung der Hefe in der Farblésung farbten sich die gleichmaBig 
im Cytoplasma verteilten Granula. Eine Entfairbung tber eine rétliche 
Farbstufe erfolete nach ungefaihr 6 min Verbleib in der Farblésung. 
Nach 10—11 min entfarbten sich die Granula plotzlich und gleichzeitig 
farbte sich das Cytoplasma schwach rétlich. Nach Entfarbung des Cyto- 
plasmas waren die Vacuolen schwach rétlich getént. Nach Deckglas- 
abschlu8 von 15—45 min fluorescierte das Cytoplasma orange bis rot. 
Die Granula fielen durch eine schwache weiBlich-gelbe Fluorescenz auf, 
die bei Bestrahlung schnell in ein leuchtendes Gelb tiberging. Gegentiber 
den aus Schragagar-Rohrchen und aus der beliifteten Waschflasche wah- 
rend der ersten 3 Std (Phase des verzégerten Wachstumsbeginns, siche 
Abb. 1) entnommenen Proben war bei der beliifteten flissigen Kultur 
von der 4. Std an eine deutliche Beschleunigung des Eintretens der 
Granulafluorescenz mit Diazingriin festzustellen. Nach 3 min dauernder 
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Farbung und nachfolgendem mehrstiindigem DeckglasabschluB erschien 
nur das Cytoplasma schwach orange bis hell-gelblich fluorescierend. Eine 
Veranderung trat bei der Bestrahlung nicht ein. 


B. Besprechung der Ergebnisse 

In den Zellen aller untersuchten Hefestimme lassen sich sowohl im 
Hellfeld als auch im Phasenkontrast Granula nachweisen, die wahrend 
der Zellsprossung auf Mutter- und Tochterzellen verteilt werden. Die im 
Hellfeld starker lichtbrechenden Granula sind identisch mit den im 
Phasenkontrast schwarz erscheinenden Granula, wahrend die kleineren, — 
im Phasenkontrast dunkelgrau erscheinenden Granula in ungefarbtem 
Zustand im Hellfeld nicht beobachtet werden kénnen. Die im Phasen- 
kontrast dunkelgrauen kleineren Granula treten zu bestimmten Zeit-_ 
punkten besonders auffallig in Erscheinung, némlich dann, wenn die 
Zahl der im Phasenkontrast schwarzen Granula infolge wiederholter 
Zellteilungen auf ein bestimmtes Minimum gesunken ist. Die neu auf- 
tretenden Granula werden schnell groS8er und erreichen nach ungefahr 
2 Std GréBe und Aussehen der tibrigen Granula (vgl. auch R. MULLER 
1956b). Es handelt sich also bei den beiden Erscheinungsformen von 
Granula allem Anschein nach um verschiedene Entwicklungszustande 
ein und desselben Zellorganells. Sowohl die im Phasenkontrast schwarz 
erscheinenden ,,spharosomenahnlichen Granula, als auch die kleineren 
dunkelgrau erscheinenden Granula farben sich bei Sauerstoffzutritt mit 
Janusgriin B (= Diazingriin)! blau. DaB sich tatsaichlich die im Hellfeld 
lichtbrechenden Granula mit Janusgriin B fairben, konnte an isolierten, 
im Phasenkontrast vorher analysierten und anschlieBend einzeln ge- 
farbten Hefezellen wiederholt beobachtet werden. Eine vitale Blaufar- 
bung der Sphaérosomen in den Zellen héherer Pflanzen durch Janusgriin B 
ist nach Untersuchungen an Alliwm-Oberepidermiszellen nicht bekannt 
(DRAWERT 1953). 

Die Giftigkeit von Janusgriin B fiir die lebende Zelle haben Gurm~LIERMOND 
(1930) sowie GUILLIERMOND u. GAUTHERET (1940, 1946) gepriift. Dementsprechend 
wurde in unseren Versuchen nur die Farbstoffkonzentration 1:20000 angewendet. 
Als strenges Kriterium einer wirklichen Vitalfarbung durch Janusgriin B gilt im 
tibrigen die Entfarbung der damit gefarbten Strukturen (SHowACRE 1953), vor 
allem bei Sauerstoffmangel. Bei den untersuchten Hefestiémmen war auch bei 
Sauerstofizutritt (Beobachtung mit Wasserimmersion, ohne Deckglas) stets eine 
Entfarbung der blau gefiirbten Granula iiber die Reduktionsstufe des ,,Rosa- 
derivats‘* (Safranin) zu beobachten. Nach Ablauf von 15 min waren die gefarbten 


Granula im allgemeinen entfirbt. Blaufarbungen, die linger als 20 min anhielten, 
wurden nicht mehr als vital angesehen. 


* Die Versuche wurden zwar in erster Linie mit dem Praparat Diazingriin von 
Merck durchgefiihrt, da aber Diazingriin nach Drawer (1953) mit Janusgriin B 
weitgehend identisch ist, soll im folgenden zur Vermeidung von Konfusionen nur 
von Janusgriin B gesprochen werden. 
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Die Fluorochromierung der Granula nach Farbung mit J anusgriin B 
und nachfolgendem Sauerstoffabschlu8 (Deckglasbedeckung, Vaseline- 
umrandung) ist vom Funktionszustand der Hefezelle abhangig. Sie tritt 
jedoch fast sofort ein, wenn noch blau oder rosa gefirbte Granula unter 
dem Fluorescenzmikroskop kurze Zeit bestrahlt werden (Blaulicht). Als 
Lichtquelle diente eine Kohlebogenlampe. Bei Verwendung der energie- 
reicheren Quecksilberhéchstdrucklampe (Type HBO 200, Osram) als 
Erregerlichtquelle fluorescierten die Granula sofort beim Einschalten der 
Lampe, so da8 man nicht sicher entscheiden kann, ob die Fluorescenz 
auf eine Reduktion des Farbstoffes vor der Bestrahlung zuriickzufiihren 
ist oder erst auf Grund der Strahleneinwirkung eingetreten ist. Wie das 
Neutralrot (DRAWERT u. METZNER 1956) wird nach noch nicht abgeschlos- 
senen Untersuchungen im hiesigen Institut auch sehr wahrscheinlich das 
Janusgriin B-Molekiil durch die UV-Strahlen zertriimmert, wobei eine 
fluorescierende Komponente entsteht. Fir die fluorescenzmikroskopischen 
Untersuchungen wurde deshalb immer eine Kohlebogenlampe als Er- 
regerlichtquelle verwendet. Bei den im Hellfeld bereits véllig entfarbten 
Granula konnte auch durch langere Bestrahlung keine Fluorescenz aus- 
gelést werden. Die durch Bestrahlung hervorgerufene Granulafluorescenz 
ist im Gegensatz zu der allein durch die Lebenstatigkeit der Zelle be- 
wirkten Granulafluorescenz noch nach 2tagigem DeckglasabschluB 
erhalten. 

Durch die Anfarbung mit Janusgriin B und Reduktion des Farbstoffes 
an seinem Fixierungsort zu dem ,,Rosaderivat’ kann man die Granula 
der Hefezelle wohl als Orte reger Fermenttatigkeit ansprechen. Daf es 
nicht immer oder nicht in allen Fallen zu einer Reduktion bis zur Leuko- 
stufe kommt, kénnte zweierlei Griinde haben. Entweder reicht das vor- 
handene Redoxpotential nicht aus, um die Reduktion zu Ende zu fihren, 
oder das zum roten Safranin reduzierte Janusgriin B verlaBt seinen Re- 
duktionsort, die Granula, auf Grund einer verminderten Affinitat zu 
diesen vermutlich lipoidreichen Strukturen. Das letztere nehmen GuIL- 
LIERMOND u. GAUTHERET (1939) an. 

Auf Lipoidreichtum der Hefegranula lassen einmal deren optische 
Eigenschaften (Lichtbrechung, dunkler Phasenkontrast) und zum an- 
deren die Farbung mit dem Fettfarbstoff Sudanschwarz B und die 
sauerstoffunabhangige Fluorochromierung mit Nilblau schlieBen. Das 
rote Safranin wandert von den Granula iiber das Cytoplasma in die 
Vacuolen, aus denen es wahrscheinlich nach auben abgegeben wird. 
QUILLIERMOND u. GAUTHERET (1937b, 1938) haben die Ausscheidung 
von Neutralrot und Nilblau durch die Vacuolen pflanzlicher Zellen be- 
schrieben. Wahrend der Farbung war das Wachstum sistiert. Es setzte 
erst wieder nach der Ausscheidung der Farbstoffe ein. Anscheinend wird 


auch die in einigen Fallen durch die Lebenstatigkeit der Zelle entstehende, 
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in den Granula sichtbare fluorescierende Reduktionsstufe des Janus- 
griin B nicht fiir langere Zeit gespeichert, sondern von den Granula 


wieder abgegeben. 

Nach einer Hypothese von Lazarow u. CooPERSTEIN (1953) soll die elektive 
Farbung der Chondriosomen dadurch zustande kommen, daf das Janusgriin B 
unspezifisch vom gesamten Zellplasma adsorbiert, aber von diesem mit Ausnahme 
der Chondriosomen sofort reduziert wird. In oder auf den cytochromoxydasehaltigen 
Chondriosomen soll der Farbstoff in der oxydierten Form erhalten bleiben. Gegen | 
diese Vorstellung wendet sich DRAWERT (1956), da die Reduktion des Farbstoffes 
auBerhalb der Chondriosomen im Plasma fluorescenzmikroskopisch zu verfolgen 
sein miiBte. Das ist aber nicht der Fall. Da die Hefe unter anaeroben Verhaltnissen 
das Janusgriin B bis zur Leukostufe reduzieren kann, miiBte bei eimem Zutreffen 
der Annahme von LAzaRrow u. CoOPERSTEIN, da zuerst das Cytoplasma den Farb- 
stoff reduziert, dieses auch zuerst gelblich-weiB fluorescieren. Eine gelblich-weiBe 
Fluorescenz kann jedoch zuerst an den Granula beobachtet werden, wahrend das 
Cytoplasma noch eine wahrscheinlich durch das rote Safranin bedingte orange- 
rote Fluorescenz zeigt. Nach Draw=rt (1953) weist das rote Safranin im adsor- 
bierten Zustand eine rote Fluorescenz auf. 


Mit Berberinsulfat erhielt ich, abgesehen von der bei Sauerstoffab- 
schluB und unter der Strahlenwirkung verginglichen ,,primaren‘‘ Gra- 
nulafluorescenz, nach SauerstoffabschluB und Bestrahlung noch eine 
zweite, bestandigere Granulafluorescenz (siehe auch DRAw=ERT u. KAr- 
BER 1956). Eine genaue Identifizierung der jeweils fluorescierenden Gra- 
nula war dabei nicht méglich, da die Methode der Isolierung und Farbung 
von einzelnen Zellen hier versagte. Auf dem durch Berberinsulfat eben- 
falls fluorochromierten Gelatinefilm war das Auffinden der Zellen inner- 
halb kurzer Zeit und das Erkennen von Einzelheiten unméglich. Im Hin- 
blick auf die fluorescenzoptischen Beobachtungen bei der Farbung von 
Hefeaufschwemmungen mit Berberinsulfat, die phasenkontrastoptischen 
Beobachtungen und die Ergebnisse der Janusgriin B-Farbung méchte ich 
jedoch annehmen, da durch Berberinsulfat alle Granula , primar“ 
fluorochromiert werden. Die ,,sekundire Fluorescenz scheint dagegen 
nur an den im Phasenkontrast schwarz erscheinenden Granula aufzu- 
treten. 


Vom Berberinsulfat ist aus Versuchen von StRUGGER (1939) bekannt, daB es 
nur im adsorbierten Zustand stiirker fluoresciert. DRAWERT (1953) zeigte, daB eine © 
Fluorescenz auch auftritt, wenn man den Farbstoff aus der waBrigen Lésung mit 
Chloroform oder Olivenél (beides nur bei stark alkalischer Reaktion méglich) bzw. 
mit Chloroform unter Zusatz von Olsdéure ausschiittelt. Durch Behandlung mit 
Reduktionsmitteln kann die Lipophilie des Berberinsulfats gesteigert werden, und 
das entstehende Produkt weist in den hydrophoben Lésungsmitteln eine sehr inten- 
sive Fluorescenz auf. Die ,,sekundire‘‘ Fluorescenz der Hefegranula kénnte durch 
eine entsprechende Verainderung des Berberinsulfats durch die Lebenstatigkeit der 
Zelle und eine zeitweilige Speicherung des lipoidléslichen Produktes in den Granula 
erklart werden. Méglich wire aber auch eine durch den DeckglasabschluB bedingte 
Stoffwechselinderung und Anreicherung von Fettsauren in den Granula. Dadurch 
wiirde ebenfalls eine Speicherung in den Granula begiinstigt werden, ,,ohne da8 
der Farbstoff selber dabei in seiner Struktur verandert wird“ (DrawERTt 1953). Die 
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»Sekundare‘‘ Fluorescenz der Granula mit Berberinsulfat bleibt ebenso wie die 
Fluorochromierung mit der farblosen Stufe des Janusgriin B nicht fiir unbegrenzte 
Zeit erhalten (vgl. S. 74, 73). Auch hier muB eine allmahliche Sekretion des ge- 
speicherten Farbstoffes angenommen werden. 


Aufer an normalen Hefezellen wurden entsprechende Farbeversuche 
bei der atmungsgehemmten Mutante YF'A unternommen. Nach Sto- 
NIMSEI u. EpHrusst (1949) und Epxrusst u. Stonrmsxr (1955) fehlen 
der Mutante die beiden Enzyme Cytochromoxydase und Bernsteinsiure- 
dehydrogenase. Diese sind bei der normalen Hefezelle auf bestimmten 
Granula lokalisiert, wie die Autoren durch fraktionierte Zentrifugierung 
zeigten. Nun lassen sich bei der Mutante zwar im Hellfeld lichtbrechende 
Granula und im Phasenkontrast schwarz erscheinende, sowie wenige 
dunkelgraue Granula nachweisen. Auch mit Sudanschwarz B und Nil- 
blau bekommt man eine Granulafairbung bzw. -fluorochromierung. Mit 
Janusgriin B, das den direkten Sitz der Cytochromoxydase angeben soll 
(vgl. EpHrusst u. Stonimsxt 1955), und mit dem zur Chondriosomen- 
fluorochromierung verwendeten Berberinsulfat (DRAWERT 1953) erhielt 
ich jedoch keine Granulafarbung bzw. ,,primare“‘ Granulafluorescenz. 
Auch durch langeren Deckglasabschlu8 und Bestrahlung mit Blaulicht 
ist mit beiden Farbstoffen keinerlei Granulafluorescenz zu erreichen. 

Die Granula der ,,Cytochromoxydase-defekten‘‘ Mutante lassen sich 
aber mit dem durch Autoxydation gebildeten Indophenolblau farben 
(Herstellung des Nadi-Reagens nach PERNER 1952a). Das ist ein Hinweis 
mehr, mit welcher Vorsicht Schliisse aus einer positiven Nadi-Reaktion 
auf das Vorhandensein bzw. den Sitz von Cytochromoxydase gezogen 
werden sollten. 

Aus dem farberischen Verhalten der Granula der normalen Hefen 
gegeniiber Janusgriin B und Berberinsulfat und dem Ausbleiben der ent- 
sprechenden Reaktionen bei den Granula der ,,Cytochromoxydase-defek- 
ten‘’ Mutante kann man mit Eparussrt u. SLonimsKi (1955) sowie 
YortsvuYANAGI (1955) schlieBen, daB die Mutante zwar die den normalen 
Granula entsprechenden Strukturen besitzt, diese jedoch funktionell in- 
aktiviert sind. Die Fahigkeit zur adaptiven Bildung der Atmungs- 
fermente ist hier anscheinend verloren gegangen. 

Aerob in fliissigem Medium gewachsene normale Hefe zeigte in der 
exponentiellen Wachstumsphase ebenso wie giirende Hefe keine Granula- 
farbung mit Janusgriin B, obwohl im Phasenkontrast Granula nachweis- 
bar waren. Hier handelt es sich jedoch um reversible Inaktivierung der 
Cytochromoxydaseaktivitat, die durch die Zuckerkonzentration (,,contre- 
effet Pasteur“, siche Epurusst et al. 1956) bzw. das Fehlen von Sauerstoff 
bedingt wird (EpHRussr u. Stonrmsk1 1950—1951). 

Mit Berberinsulfat erhielt ich auch bei garender Hefe eine ganz 
schwache ,,primare“, bei Bestrahlung sofort verloschende Granula- 
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fluorescenz. Fluorescenzoptisch kann man bekanntlich noch geringste 
Konzentrationen nachweisen. Eine ,,sekundare‘‘ Granulafluorescenz trat 
aber erst am Ende der Garung auf. Im Phasenkontrast wurden dann die 
schwarz erscheinenden Granula wieder in reichlicher Anzahl beobachtet, 
wogegen sie wahrend der Garung neben den vorwiegend sichtbaren klei- 
nen dunkelgrauen Granula tiberhaupt nicht oder nur in geringer Anzahl 
und GréBe auftraten. Mrrssex (1938b) schreibt in bezug auf Saccharo- 
mycodes ludwigii: ,,In the absence of fermentable carbohydrates . . . the 
chondriome of the cells preserves even in a liquid medium the type which 
is characteristic of breathing yeast cells.‘* Das Nicht-Auftreten der 
, sekundaren‘‘ Fluorescenz beruht hier offenbar auf dem Fehlen lipoid- 
reicher Strukturen wahrend der Garung, so daB eine Farbstoffspeiche- 
rung ausbleibt. Die Sudanschwarz B-Farbung verlief wahrend der 
Garung negativ. Bereits MacaLLum (1899) gibt an, daB der Fettcharakter 
der Granula bei der Garung verloren geht, und nach LINDEGREN (1952) 
ist der Fettgehalt der Granula bei ruhenden Zellen am héchsten. 

In den Zellen der zur Garung befahigten Mutante sowie in Zellen nor- 
maler Hefe lieBen sich waihrend der Garung mit Hilfe des Phasenkon- 
trastes neben kleinen schwarzen und dunkelgrauen Granula noch feine 
dunkelgraue Faden wahrnehmen. Bei normalen Zellen gelang nur zu 
Beginn der Garung eine Farbung bzw. Fluorochromierung dieser Faden 
mit Janusgriin B bzw. Berberinsulfat. Die Ursache hierfiir sind wohl 
praiformierte Atmungsfermente, deren Konzentration erst im Lauf der 
Garung abnimmt. In den Mutantenzellen blieben die entsprechenden 
Strukturen ungefiarbt bzw. zeigten keine Fluorescenz. Ob es sich bei den 
Faden, die wahrend der Beobachtung in ungefarbtem Zustand im Phasen- 
kontrast in kleine dunkelgraue Granula zerfallen kénnen, um eine physio- 
logisch bedingte besonders giinstige Funktionsgestalt der Granula han- 
delt, oder ob diese Strukturen als Folge der Stoffwechselinderung auf- 
treten, mu offen bleiben. 

Es sei hier nur auf die Beobachtung von PERNER (1952b) hingewiesen, daB 
nach langerer Kinwirkung von Berberinsulfat auf Epidermiszellen der Schuppen- 
blatter von Alliwm extrem lange, fadenférmige Chondriosomen auftraten. Diese 
Erscheinung wurde von einer Atmungshemmung durch das Alkaloid begleitet. 
Ferner beschreiben MrtssEu u. Mitarb. (1950) fiir Saccharomycodes ludwigii eine 
Atmungshemmung durch Berberin und fiihren diese auf eine elektive Chondrio- 
somenblockierung durch das Alkaloid zuriick. Nach Untersuchungen von LxssER 
(1957) wirkt aber Berberinsulfat nicht bei allen Objekten atmungshemmend. Wah- 
rend Berberinsulfat den Sauerstoffverbrauch der Blatter von Lagarosiphon und des 
Riibengewebes von Daucus carota herabsetzte, fiihrte es bei Saccharomyces cerevisiae 
zu einer Beschleunigung des Sauerstoffverbrauches. Offenbar scheint die fadige 
Form des Chondrioms charakteristisch fiir eine herabgesetzte Atmung zu sein. 

Bei der aeroben Kultur normaler Hefen in fliissigem Medium und lau- 
fender mikroskopischer Analyse konnten niemals, auch nicht am Ende 
der exponentiellen Wachstumsphase, faidige Strukturen durch Janusgriin B 
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gefarbt oder mit Hilfe des Phasenkontrastes beobachtet werden. 
In Ubereinstimmung mit Epxrusst et al. (1956) lieB sich zu gewissen 
Zeitpunkten mit Janusgriin B ein gréBeres Gebilde in den Zellen an- 
farben, das sich ebenso wie die Granula wieder rasch entfarbte. Im 
Phasenkontrast erschien dieses Gebilde als gréBerer dunkelgrauer, nicht 
fest umgrenzter Korper. Es handelte sich dabei nicht um eine Zusammen- 
ballung schon vorhandener Granula. In der Deckglaskultur trat der 
dunkelgraue Korper bei dauernder Beobachtung unter dem Phasen- 
kontrastmikroskop immer dann auf, wenn durch fortgesetzte Zellteilun- 
gen die Granulazahl auf ein Minimum gesunken war. Es konnte fest- 
gestellt werden, daf der dunkelgraue Korper der Neubildung von Gra- 
nula dient und allmahlich aufgebraucht wird. Er trat immer in unmittel- 
barer Nahe des Kernes auf und wurde bei der Kernteilung mit ihm zu- 
sammen verteilt, wie durch Phasenkontrast-Lebendbeobachtung und 
Janusgriin B-Farbung klar wurde. 

Epurvsi et al. (1956) nennen den dunkelgrauen Korper ,,perinucledre 
Zone‘. Sie laBt sich mit Saurefuchsin (Altmann-Technik zum Chondrio- 
somennachweis) farben. Es konnte gezeigt werden, daB sie auf dem durch 
Feulgenreaktion oder Methylgriin-Pyronin-Farbung nachgewiesenen 
Kern gelegen ist und bei der Sprossung diesen auf seiner Wanderung 
in die Knospe begleitet (EPHRUSsI et al. 1956). Schon WaceEr u. PE- 
NISTON (1910) veréffentlichen Bilder von fixierten, mit Methylgriin und 
Saurefuchsin gefarbten Hefezellen, die den Kern und die ,,perinucleare 
Zone“ wahrend der Zellsprossung zeigen. THYAGARAJAN u. SUBRAMA- 
nrAM (1957) brachten kirzlich Phasenkontrastaufnahmen von Saccharo- 
myces carlsbergensis. Kin auf dem Kern liegender dunkler K6érper wird als 
innerhalb einer Kernmembran liegende ,,geformte Strukturen‘‘ beschrie- 
ben, wogegen nach M@iuer (1956c) der Kern von NS. carlsbergensis 
optisch homogen ist. Bei der Beobachtung von THYAGARAJAN u. SUBRA- 
MANIAM k6nnte es sich ebenfalls um die ,,perinucledre Zone“ handeln. 
Von tierischen Gewebekulturen ist eine Verteilung der Chondriosomen 
mit dem Kern zusammen bekannt (FREDERIC u. CHEVREMONT 1952). 

Die Bildung des dunkelgrauen Korpers in unmittelbarer Kernnahe 
lieBe sich auf Grund der heutigen elektronenmikroskopischen Kenntnisse 
(vgl. MiHLETHALER 1957) leicht mit dem Durchtritt von Proteinen 
durch eine mit Poren versehene Kernmembran erklaren. HyDEN (1947) 
konnte mit Hilfe der Ultraviolettphotographie bei embryonalen Nerven- 
zellen von Lophius die unter Mitwirkung des Nucleolus im Kern erfol- 
gende intensive Proteidproduktion und die Verteilung der gebildeten 
Proteine und Ribosenucleotide tiber das Plasma aufzeigen. Sollte hier 
ein ahnlicher Mechanismus vorliegen, dann wiirden die plasmatischen 
Granula der Hefe sich nicht durch Reduplikation vermehren, sondern 
immer neu vom Kern gebildet werden. 
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Bei einem Vergleich der hier mitgeteilten Ergebnisse mit den zitierten 
Angaben aus der Literatur zeigt sich am ehesten noch eine Parallele mit 
den von Epurussi, SLONIMSKI u. YoTSUYANAGI erhaltenen Befunden. 
Ein ganz grundlegender Unterschied verbietet aber eine Gleichsetzung. Wah- 
rend Epurussi, SLONIMSKI, YOTSUYANAGI u. TAVLITZEI (1956) betonen, 
da durch die Farbbarkeit mit Janusgriin B und nach der Altmann- 


Methode sich Mitochondrien und lichtbrechende Granula unzweideutig — 


unterscheiden lassen (vgl. auch Branpt 1942), kann ich dies fiir die 
Vitalférbung mit Janusgriin B nicht bestdtigen. (Die Altmann-Methode 
wurde von mir nicht angewandt, da ich nur lebende Zellen untersuchte.) 
In Ubereinstimmung mit Hartman u. Liv (1954), Baurz (1954, 1955), 
Naaat (1955) konnte ich auch bei den lichtbrechenden Granula eine voriiber- 
gehende Farbung mit Janusgriin B beobachten. 

Die Granula der Hefezellen besitzen, ebenso wie es GuTz (1956) bereits 
fiir die Granula in den Hyphen von Mucor racemosus festgestellt hat, 
Eigenschaften, die teils fiir die Chondriosomen und teils fiir die Spharo- 
somen der héheren Pflanze charakteristisch sind. Wie bei Mucor kommen 
aber auch bei der Hefe Einschliisse vor, die ihrer Gestalt nach typische 
Chondriosomen sein kénnten. Bei der Hefe liegen diese Gebilde in be- 
stimmten physiologischen Zustinden gehauft an der Peripherie der Zelle. 
Dies wiirde gut iibereinstimmen mit den elektronenmikroskopischen Be- 
obachtungen von AGAR u. Doveuas (1957), daB ahnlich den Chondrio- 
somen submikroskopisch strukturierte Gebilde im peripheren Plasma der 
Hefe zu finden sind. 

Auf Grund der bisherigen Erfahrungen méchte ich mit der Méglichkeit 
rechnen, dap die Chondriosomen-ahnlichen Plasmaeinschliisse und die licht- 
brechenden Granula verschiedene Zustinde ein und desselben Organells sind. 
Je nach der Funktion kann das Organell eine bestimmte Gestalt an- 
nehmen. Dieser Gestaltswechsel der EinschluBkérper des Cytoplasmas 
der Hefezelle im Zusammenhang mit der Funktion, mit dem physiolo- 
gischen Zustand, wird von fast allen Cytologen hervorgehoben. Ich will 
hier nur verweisen auf Macauium (1899), WacurR u. PEeNntston (1910), 
Grarrt (1941), Branpr (1942), LrnpEGREN (1949, 1952), Baurz u. Mar- 
QuaRDT (1953b), SARACHEK u. TOWNSEND (1953), Yorsuyanact (1955). 
Ganz charakteristisch scheint dabei eine Art Verfettung zu sein. In 
diesem Zusammenhang verdienen die Beobachtungen von STEINER u. 
HEINEMANN (1954a, b) tiber den Zusammenhang von ,,Chondriosomen‘ 
und Fettbildung bei Oospora lactis eine besondere Beachtung. 

Auf alle Fille erscheint es mir bisher noch nicht moglich, die Ein- 
schliisse der Hefe eindeutig den Chondriosomen oder den Sphairosomen 
der héheren Pflanzenzelle zuzuordnen. Dazu sind nicht nur noch weitere 
Untersuchungen an Pilzen notwendig, sondern auch an der hoheren 
Pflanze, und zwar besonders an der embryonalen Zelle. 
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Zusammenfassung 


Zwei verschiedene Stémme von Saccharomyces cerevisiae, ein Stamm 
von Saccharomycodes ludwigit und eine atmungsgehemmte Mutante von 
S. cerevisiae wurden unter variierten Wachstumsbedingungen phasen- 
kontrastoptisch und unter Anwendung von Vitalfarbungen vergleichend 
untersucht. 

In allen untersuchten Staémmen lassen sich phasenkontrastoptisch 
zwei Granulaformen nachweisen. Wahrend der Garung treten vorwiegend 
fadige Formen auf, die jedoch in Granula zerfallen kénnen. 

Die Farbung der Granula der normalen Hefe mit Janusgriin B bzw. 
ihre Fluorochromierung mit Berberinsulfat ist vom physiologischen Zu- 
stand der Zellen abhangig. Die Reduktion des Janusgrtin B zu seiner 
ersten, rosa gefarbten Reduktionsstufe erfolgt auf (in) den Granula, wie 
aus dem Farbwechsel derselben geschlossen werden kann. Der rote Farb- 
stoff kann unter Entfairbung der Granula in das Cytoplasma und schlieB- 
lich in die Vacuole tibergehen. Unter anaeroben Bedingungen (Deckglas- 
abschluB) tritt sowohl nach einer Farbung mit Janusgriin B wie mit 
Berberinsulfat eine Granulafluorescenz auf, die wahrscheinlich durch 
Reduktionsstufen dieser Farbstoffe bewirkt wird. Die reduzierten Farb- 
stoffe werden jedoch nur fiir eine gewisse Zeit gespeichert. Ihre spatere 
Sekretion mu8 angenommen werden. 

Die Granula der atmungsgehemmten Mutante zeigen unter keinen Be- 
dingungen eine Farbung oder Fluorochromierung mit Janusgriin B oder 
Berberinsulfat. 

Als Ort der Granulaneubildung la8t sich im Phasenkontrastmikroskop 
ein ,,dunkelgrauer Koérper“ nachweisen, der in unmittelbarer Nahe des 
Zellkernes liegt. Dieser ,.Koérper“ la8t sich wie die Granula mit Janus- 
griin B farben und mit Berberinsulfat fluorochromieren. 

Die verschiedenen Plasmaeinschliisse der Hefezellen kénnen bisher 
weder den Chondriosomen noch den Spharosomen der héheren Pflanze 
einwandfrei zugeordnet werden. Es wird vielmehr mit der Méglichkeit 
gerechnet, daf die verschiedenen Granulaformen verschiedene Funktions- 
zustande ein und desselben Zellorganells sind. 

Herrn Prof. Dr. H. Drawert danke ich fiir die Anregung zu den Untersuchungen. 
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Untersuchungen iiber extracellulire Schleimsubstanzen 
von Streptomyces spec. 


Von 
NORBERT PFENNIG* 


Mit 1 Textabbildung 


(Eingegangen am 16. Oktober 1957) 


Bei Bakterien, Pilzen und Algen hat man schon seit langer Zeit ver- 
schiedene Arten der Schleimbildung — sowohl unter natiirlichen Verhalt- 
nissen wie in kiinstlichen Massenkulturen — beobachtet und in vielen 
Fallen die je nach den produzierenden Organismen sehr verschiedene che- 
mische Zusammensetzung dieser Substanzen untersucht (vgl. RIPPEL- 
BaupeEs 1955, Foster 1952, Sracey 1946, ANDERSON 1948, BURGER 1950, 
SPRINGER 1955, DzuLynsKA u. Mitarb. 1955, Evans u. Hipperr 1946, 
PortTER 1946, MonTGoMERY u. SmitH 1952, TomestK 1953, WHISTLER u. 
McGitvray 1954, Jones 1955, O’K ane 1956, Tormann 1955, Marrrn 
u. ApAms 1956, SMITHIES u. GrpBpons 1955, Carin 1956). 

Demgegeniiber sind weder in Einzelveréffentlichungen, noch in den 
umfassenden Monographien iiber Strahlenpilze von LresKke (1921) und 
WaksMAN (1950) irgendwelche Beobachtungen oder Untersuchungen 
tuber Schleimbildung bei Streptomyceten unter natiirlichen oder Zichtungs- 
verhaltnissen bekannt geworden. Das sehr ,,trockene Aussehen‘’ von 
Streptomyces-Kulturen auf festen Nahrbéden und das Fehlen einer 
Schleimschicht um die Hyphen im mikroskopischen Bild lassen die Még- 
lichkeit einer Schleimabsonderung bei ihnen viel weniger vermuten als 
bei den meisten von vornherein schleimig aussehenden Bakterienkulturen. 

In ihren Bilanzen des Kohlenhydratstoffwechsels eines Streptomyces-griseus- 
Stammes gaben HocKENHULL u. Mitarb. (1954) eine Zunahme des ,,hydrolysier- 
baren Kohlenhydratgehaltes‘‘ des Nahrmediums im Verlaufe des Wachstums bis 
zum 6. 'Tage auf 8 mg/ml an. Sie sprachen von einer ,,considerable synthesis of 
sugar polymers bzw. ,,polymerization of sugars‘, konnten aber nach papier- 
chromatographischer Analyse dieses Materials keine anderen Zucker als die dem 
Nahrmedium von Anfang an zugesetzten finden: ,,... but no new substances 
synthesized during growth could be detected.‘ Es laBt sich danach nicht sagen, 


ob diese . Zuckerpolymerisierung** direkt etwas mit der im folgenden beschriebenen 
Schleimbildung bei einem Streptomyces-Stamm zu tun hat. 


* Herrn Professor Dr. Dr.h.c. RicHarpD HarRDER zum 70. Geburtstage. 
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Schon bei fritheren Untersuchungen an Actinomycin-bildenden Strepto- 

_ myces-Stémmen (BROCKMANN u. Prennic 1953, Prennia 1952) fielen 
stets deren schleimig-dickfliissige Kulturfiltrate auf. Der Schleim machte 

sich bei der zur Actinomycingewinnung angewendeten Benzolextraktion 
der Nahrlosung unangenehm bemerkbar, weil er sich beim Ausschiitteln 
in der Grenzschicht Benzol-Kulturmedium als dicke Emulsion abschied, 
welche durch Zentrifugieren zerstért werden muBte. Bei spateren Unter- 
suchungen (PFENNIG 1956, 1957a) wurde von einem anderen Streptomyces- 
Stamm (Serie albidoflavus, Batpacct 1954), iiber dessen schleimige Kul- 
turlésungen berichtet. Bei diesen Arbeiten entstand besonderes Interesse 
an der Natur des Schleimes, da er sich bei den zur Aufarbeitung auf freie 
Aminosauren notwendigen elektrolytischen Entsalzungen der Kultur- 
filtrate stets als schaumige Masse abschied und dadurch der Gesamtbilanz 
entzogen wurde. 


Schleimgewinnung und Reinigung 


Die Ziichtung des Streptomyces-Stammes erfolgte in allen hier beschriebenen 
Versuchen — sofern es nicht besonders vermerkt ist — genau so, wie in einer 
fritheren Arbeit (PrFENNIG 1956) dargestellt worden ist1. 


Das in solchen Flissigkeits-Schiittelkulturen geziichtete Mycel zeigte 
bei Betrachtung in Tuschepraparaten in keinem Altersstadium Schleim- 
hiillen um die Hyphen. Offenbar wird also der Schleim unter diesen Ziich- 
tungsbedingungen in derart stark verquollener Form abgegeben, dai er 
sich direkt in dem umgebenden Kulturmedium auflosen kann. Lediglich 
bei gréBeren Mycelflockchen lieB sich eine Anhaéufung von Schleim 
zwischen den dicht verfilzten Hyphen beobachten. 

Um festzustellen, ob der. Schleim nur in der stets verwendeten, 2% 
Glycerin als C- Quelle enthaltenden Nahrlésung gebildet wird, oder aber 
unabhangig von einer bestimmten C- Quelle auftritt und dann noch quali- 
tativ gleichartig zusammengesetzt ist, wurden in parallelen Schiittel- 
kulturansatzen folgende Zuckerarten je 2°,ig an Stelle von Glycerin in 
der sonst unveranderten Nahrlésung mit 0,85°% NaNO, dargeboten: 
Glucose, Galaktose, Mannose, Fructose, Sorbose, Mannit, Xylose, Sac- 
charose, Lactose, Maltose. Ebensogut und schnell wie Glycerin wurden 
zum Wachstum mit Schleimbildung folgende Zuckerarten verarbeitet: 
Glucose, Mannose, Maltose und Mannit. Mit Galaktose, Lactose und 
Fructose als C-Quellen bendtigte der Streptomyces-Stamm 5—10 Tage 
Adaptation, wuchs dann aber ebenfalls gut mit Schleimbildung. Auch bei 
noch langerer Kulturdauer trat mit Xylose, Sorbose und Saccharose 
keinerlei Wachstum ein. 


1 Nahrlésung: 2 ml Glycerin (bidest. Merck); 0,85 g NaNO,; 0,1 g KCl; 0,1 g 
K,HPO,sicc.; 0,01 g MgSO, -7H,0; 0,001 g FeSO, -7H,0; 0,001 g CaCO,; 0,1 ml 
Hoaglandsche Spurenelementlésung; aqua dest. auf 100 ml; pu 7,2. 
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Die Gewinnung des ,,Rohschleimes*“ erfolgte, wie es bei Bakterien ublich © 
ist, durch Fallung (vgl. Forsytu 1949) unter Zusatz der vierfachen Menge Athanol : 
oder Aceton zu dem durch Zentrifugieren vom Mycel befreiten Kulturmedium. 
Nach 12stiindigem Stehen wurde die Fallung abzentrifugiert und mehrere Male 
mit 80% igem Athanol und zuletzt mit reinem Athanol gewaschen. Nach Trock- 
nung bei 70° C wurde die Ausbeute dieses ,,Rohschleimes‘‘ bestimmt. ; 

In Tab. 1 sind die mit den verschiedenen C- Quellen erhaltenen Trocken- 
mycel- und Rohschleimtrockensubstanz-Gewichte zusammengestellt. Die 
Kulturen wurden mdglichst im Stadium der stérksten Mycelbildung ge- 
erntet, welches recht gut an der Farbe der Kulturlésung erkannt werden 


konnte (vgl. Prennia 1956). 


Tabelle 1. Schleimbildung bei verschiedenen C-Quellen ; 


Trockenmycel , Rohschleim*‘ in mg 
in mg 
Kohlenstoffquelle je 100 ml je 100 ml je 100 mg 

Kulturmedium | Kulturmedium | Trockenmycel 
1. Glycerin (0,2% NaNO,).....{ 305 | 33,0 10,8 
2s Glycerin. it seme seen et meee Dai 58,6 / 10,2 
3.(Glucose*=. if Se ae ea er 520 54,0 | 10,4 
41Galalctose\. ati wee ineeneteeias ae | 513 33,5 | 6,5 
Pelee ia ae a) Omen ae bal 428 42,5 10,0 
Gy: Maltoseck «iu. emer cacao a = ae 301 35,0 11,6 
7? Mannoser 2 2 ene ee a 188 | 104,0 55,3 
S.2Mannit ethos ses Ae eae 445 36,5 8,2 
OGlycerin aes. tMect te alerts eee 328 38,4 | | 
10:;Mannosen . sia o* Sypedens 42 603 42,2 7,0 


Nr. 2—10 mit 0,85% NaNO,. 


Die so erhaltenen Rohschleime wurden, wie weiter unten genauer an- 
gegeben wird, hydrolysiert und qualitativ und halbquantitativ papier- 
chromatographisch auf ihre Zuckerkomponenten hin verglichen. 
Dabei konnten keine Unterschiede zwischen den Praparaten aus den ver- 
schiedenen C- Quellen-Kulturen festgestellt werden. Die weiteren Reini- 
gungs- und Fraktionierungsversuche wurden deshalb nur noch mit zwei 


der gewonnenen Schleimpriparate (der Glycerin- und der Mannosekultur) — 


durchgefiihrt. Dies geschah in Anlehnung an die bei OLIVER-GoNnzALEZ 
(1954) angegebene Methodik in folgender Weise: 


Etwa 50mg Rohschleimtrockensubstanz wurden mit 15 ml aqua bidest. im 
Reagensglas aufgeschwemmt und unter kraftigem Umrithren im siedenden Wasser- 
bad 3—5 min erhitzt bis alle Substanzstiickchen gelést waren. Der beim Kochen 
entstandene feinflockige, grauweife Niederschlag (coagulierte Proteine) wurde aus 
der heiBen Lésung durch Zentrifugieren bei 6000 U/min von der viscosen, klaren 
Lésung abgetrennt. Weder Ansauern in der Kialte mit Kssigsiure-Natriumacetat 
auf px4,6 noch Alkalischmachen bis auf pu 8—9 lie irgendwelche weiteren 
Proteinverunreinigungen ausfallen — die Lésung blieb vollig klar. Deshalb gab 
man daraufhin das vierfache Volumen Aceton zu und fallte den Schleim bei 4° C 
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uber Nacht aus. Nach Waschen mit Aceton trocknete man die Fallung bei 70° C. 
Der ganze Reinigungsvorgang wurde in der gleichen Weise bis zum heiBen Ab- 
zentrifugieren des durch langeres Aufkochen abermals entstandenen feinen Nieder- 
schlages wiederholt. Dann kiihlte man die klare viscose Lésung stark ab und zentri- 
fugierte sie 25 min lang bei 6000 U/min, wobei sich eine glasig-gelblich erscheinende 
Schleimfraktion A als gallertiger Schleimpfropf abgesetzt hatte, von dem die 
nun weniger viscose iiberstehende klare Lésung B abdekantiert werden konnte. 
Durch mehrmaliges Liésen und Abzentrifugieren (kalt, 6000 U/min) lieB sich diese 
stark viscose gelbliche Schleimfraktion A weiter reinigen. Ihre Menge betrug nur 
etwa 5—10% des gesamten Rohschleimes. Aus der verbliebenen Lésung B konnte — 
wie durch Vorversuche festgestellt wurde — eine zweite Schleimfraktion B 
nur durch Fallen nach schwachem Ansauern mit Mineralséure (mindestens px 4) 
gewonnen werden. Sie lieB sich weder aus reinem Wasser noch aus mit Essigsiure 
angesduerter oder mit Alkali basisch gemachter Lésung (durch eine 5fache Menge 
Aceton oder Alkohol) ausfallen. Nach Waschen und Trocknen mit reinem Aceton 
ergab Schleimfraktion B ein weiBes Pulver. 


Kigenschaften und Zusammensetzung der gewonnenen Schleime 


Fiir die qualitative und halbquantitative papierchromatographische 
Zuckeranalyse der gewonnenen Rohschleime und der Fraktionen A und B 
wurde die von ForsytH (1949) angegebene Hydrolysenmethode in der 
dort beschriebenen Weise tibernommen. 

Versuche mit verschiedenen Hydrolysenzeiten (4, 12, 24 und 48 Std in 1 n H,SO, 
bei 100° C) ergaben, daB nach 4 Std Hydrolyse bereits alle Zucker in der gleichen 
Art und Menge wie nach den langeren Hydrolysenzeiten auftraten. Als Lésungs- 
mittel fiir eindimensionale Chromatogramme (Papier Schl. & Sch. 2043b Mgl) 
wurden neben dem am meisten angewandten System von JERMYN u. [SHERWOOD 
(1949) Essigester: Wasser: Hisessig (3:3:1) noch die Systeme Butanol: Hisessig : 
Wasser (4:1:5) (Parrriper 1948) und Butanol: Pyridin: Wasser (3:2:1,5) 
(SmirH u. PottaRp 1952) verwendet. Die Flecke wurden mit Anilinphthalat (Cra- 
MER 1953) und — zur Priifung auf Ketozucker und Uronsauren — mit Naphtho- 
resorcin-Reagens entwickelt. 


Schleimfraktion A 

Der Umstand, da8 Schleimfraktion A schon in sehr geringen Mengen 
die Viscositat waBriger Lésungen stark erhohte und sich durch Zentri- 
fugieren bei 6000 U/min in reiner waBriger Lésung absetzte, deutet darauf 
hin, daB es sich dabei um eine sehr hochmolekulare Substanz handelt. In 
den Hydrolysaten der gereinigten Fraktion A lie8 sich papierchromato- 
graphisch nur Glucose nachweisen, so da man es bei diesem Schleim 
mit einer Polyglucose zu tun hat. Fiir weitere Untersuchungen reichten 
die bisher gewonnenen Mengen nicht aus. 


Schleimfraktion B 
Die Hauptmenge des Rohschleimes bildete Fraktion B. Mit einer 
0,2% igen Lésung davon wurde eine Drehungsmessung und eine Viscosi- 
tatsmessung im Ostwald-Viscosimeter durchgefithrt (StROHECKER 1949). 


% Durchlassigkeit 
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Optische Aktivitat konnte nicht festgestellt werden. Die relative Viscosi- 

tit wurde als 7,.), = 1,13 bestimmt (pe, = 0,13). 
Fiir weitere Analysen wurden noch zwei groBere Ansatze zur Schleim- 

gewinnung wie oben beschrieben aufgearbeitet und gereinigt, die ins- 
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Abb. 1. 4 UV-Absorptionsspektrum 
einer 0,0125 % igen Lésung der Schleim- 
fraktion B 9 in aqua dest. (o----- 0). 
B UV-Absorptionsspektren 0,025 %- 
iger Lésungen Perchlorsiiure-hydro- 
lysierter Schleimfraktionen B 9 u. B 10 
(x x) gelést in 0,1n Salzsiiure 


(gravimetrisch 


nach Preet-RotH 1947 und 


gesamt je 538 mg (Tab. 1, Nr. 9) und 422 mg 
(Tab. 1, Nr. 10) der Schleimfraktion B er- 
gaben. Beide B-Fraktionen (9 und 10) 
sollten genau miteinander verglichen wer- 
den, um eine Identitat trotz der unter- 
schiedlichenKulturbedingungen feststellen 
zu konnen. 

Durch folgende zusatzliche Reinigungs- 
prozedur sollten vor allem noch mit- 
geschleppte Proteinverunreinigungen da- 
von abgetrennt werden: 


Die Substanzen wurden je 5mal hinterein- 
ander ,,enteiweiBt'*, in dem sie in neutraler bis 
schwach alkalischer Lésung intensiv mit Chloro- 
form-Butanol im Scheidetrichter geschiittelt 
wurden (Schleimlésung : Chloroform : Butanol = 
1:0,25:0,1 v/v) (Sevac 1934). Die sich dabei 
noch in geringem Mafe bildenden Emulsionen 
wurden jedesmal abgetrennt. Daraufhin wurde 
der Schleim nach Ansiuern mit HCl (px 4) 
wieder durch Alkoholzusatz gefallt, der ge- 
waschene Niederschlag durch Kochen in aqua 
dest. gelést und von Verunreinigungen durch 
Zentrifugieren bei 6000 U/min befreit. Beide 
Schleimlésungen dialysierte man 48 Std gegen 
aqua dest., fallte aus HCl-angesiuerter Lésung 
aus und wusch den Niederschlag mehrmals ab, 
zuletzt mit abs. Athanol und trocknete bei 60° C. 
Wahrend die getrockneten pulvrigen Substanzen 
weiB aussahen, waren ihre wa®rigen Lésungen 
jedesmal caramellfarbig, ohne ihre Farbung 
jedoch an irgendein organisches Lésungsmittel 
abzugeben. Auch waren nach Fallung die iiber- 
stehenden Lésungen stets wasserhell. DieTrocken- 
substanzverluste nach dieser zweiten Reinigungs- 
prozedur sind in Tab. 2 angegeben. 


An den so gereinigten Schleimfrak- 
tionen B9u.10 wurden folgende Analysen 
durchgefiihrt: Gesamtstickstoff- Bestim- 
mungen!? (‘Tab.2), Phosphorbestimmungen 
colorimetrisch nach 


i Die Gesamtstickstoff- Analysen fiihrte Herr Dr. Prunp? im Mikroanalytischen 
Laboratorium des Organisch-Chemischen Institutes der Universitat Géttingen durch. 


: 
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LANGE 1952) (Tab. 2), qualitativer papierchromatographischer Nachweis 
von gebundenem Desoxyzucker nach PéumM u. WEISER (1956), colori- 
metrische Bestimmung Purin-gebundener Desoxyribose nach D1scHE 
(1930) (Tab. 3), UV-Absorptionsmessungen (Beckman-Spektralphoto- 
meter Modell DU) Abb. 1. 


Tabelle 2. Stickstoff- und Phosphorgehalte der Schleimfraktionen B 9 uw. 10 


Trockensubstanz- Phosphorgehalt in % 
Schlei verlust beim Gesamtstickstoff 
gene 2. Reinigungs- in % és : i : 
prozeB in % gravimetrisch colorimetrisch 
B 9 48,4 3,8 6,2 6,0 
B 10 54,3 4,9 -_ 5,8 


Das nur durch Ansauern erméglichte Ausfallen der Schleimfraktionen B, 
ihre hohen Phosphor- und Stickstoffgehalte und die UV-Absorptions- 
kurven mit ihren charakteristischen Maxima bei 258—270 my und unter- 
halb 220 my (Abb. 1) wiesen darauf hin, daB es sich bei ihnen um Nuclein- 
saure-ahnliche Verbindungen handeln muB (Parc u. TRAacEY 1955). Es 


Tabelle 3. Die papierchromatographisch bestimmten Bestandteile 
von Schleimfraktion B der Proben 9 und 10 


Mengenverhaltnis 


Substanzgruppe identifizierte Komponenten Bie 

Galaktose, Glucose, Mannose, Some OsonOet 
Fucose, Ribose, Xylose 1 mg Schleim B enthalt 

Zucker dazu: Desoxyribose ebensoviel Purin- 
(nach P6uM u. WEISER 1956 gebundene Desoxyribose, 
u. DiscHE 1930) wie 0,13 mg DNS reinst 

(aus Sperma) Bayer 
Purin- und 2:1:2 
Pyrimidinbasen | Guanin, Adenin, Cytosin etwa 7% der 


Schleimtrockensubstanz 


Hexosamine, «, e-Diamino- 
pimelinséure, «-Alanin, Glyko- 
koll, Serin, Glutaminsaure, etwa 2,5% der 
Aminosauren Threonin Schleimtrockensubstanz 
dazu geringe Mengen von: 
Asparaginsaure, Arginin, B-Ala- 
nin, Valin, Leucin und einige 
Unbekannte 


wurden deshalb jeweils entsprechend hergestellte Hydrolysate von ihnen 
auf folgende Substanzgruppen hin papierchromatographisch untersucht: 

1. Zucker. Die verwendeten Methoden wurden oben bereits angegeben. 
Ein Vorhandensein von Ketozuckern oder Uronséuren wurde ausge- 


schlossen. Ergebnisse in Tab. 3. 
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2. Purin- und Pyrimidinbasen. Die verwendeten Methoden sind aus- 
fiihrlich zitiert und dargestellt bei Prennic (1957 b). Hydrolysen wurden 
auBerdem noch nach der P,O;-Methode von NAaRURKAR Uu. SAHASRABUDHE 
(1957) vorgenommen. Ergebnisse in Tab. 3. 

3. Aminosauren. Sie wurden in Hydrolysaten (48 Std bei 100° C in 
1 n H,SO,) bestimmt mit der bei PrennNtG (1956) eingehend beschriebenen 
Methodik. Ergebnisse in Tab. 3. 


Diskussion 


Vergleicht man die mitgeteilten Ergebnisse tiber die Bestandteile der 
Schleimfraktionen A und B mit den bisher von anderen Mikroorganismen- 
schleimen bekannt gewordenen Analysen, so ergeben sich folgende Zu- 
sammenhange: Die Fahigkeit zur Bildung eines nur aus Glucose auf- 
gebauten, hochmolekularen Polysaccharids hat der Streptomyces-Stamm 
mit zahlreichen Bakterien- und Pilzstimmen gemeinsam. Bei diesen 
Mikroorganismengruppen geht sie auf zwei verschiedene Entstehungs- 
moglichkeiten zuriick, indem solche Polysaccharide einmal durch die 
lebenden, stoffwechselaktiven Zellen selbst synthetisiert werden, anderer- 
seits aber auch in Gegenwart bestimmter Kohlenstoffquellen (z. B. Rohr- 
zucker) davon unabhangig durch Ektoenzyme im Kulturmedium gebildet 
werden kénnen (RrpPrEL-BaLpEs 1955). DaSchleimfraktion A bei Glycerin 
und verschiedenen anderen C-Quellen auftrat, muf ihre Bildung an die 
lebenden Zellen gebunden sein. Dies gilt auch von Schleimfraktion B, 
welche ebenfalls unabhangig von den gebotenen C-Quellen stets ihre 
charakteristische Zusammensetzung aufwies. Wenn auch noch nicht end- 
giiltig nachgewiesen ist, da alle in Fraktion B gefundenen Komponenten 
(Zucker, Purin- und Pyrimidinbasen, Aminosiuren) zu einem festen 
Komplex chemisch gebunden sind, so weist doch die e*nheitliche Zu- 
sammensetzung unter verschiedenen Kulturbedingungen und das einheit- 
liche Verhalten bei dem intensiv durchgefiihrten ReinigungsprozeB dar- 
auf hin. Schleimfraktion B verhalt sich in ihren Fallungseigenschaften 
ebenso wie Nucleinsauren, indem sie nur aus angesduerter Lésung fallbar 
ist (Pancu u. TRacry 1955). Wiirden die Zuckerkomponenten einem un- — 
abhangigen Polysaccharidkomplex angehdéren, so sollten sie sich durch 
Fallung aus neutraler Losung abtrennen lassen. In Untersuchungen von 
SMITHIES u. GIBBONS (1955), TAKAHASHI u. GIBBONS (1957) sowie CATLIN 
(1956) wurde erstmals nachgewiesen, da Desoxyribosenucleinsaure als 
extracellulire Schleimsubstanz bei halophilen Bakterien in groBer Menge 
gebildet werden kann. In den Kulturlésungen dieser an eine bestimmte 
Salzkonzentration (0,7—3 Mol NaCl) angepaBten Organismen trat DNS- 
Schleimabsonderung auf, wenn weniger als 0,7 Mol NaCl geboten wurden. 

Bei den Schleimfraktionen B des Streptomyces-Stammes fallt im Ver- 
gleich zu reinen Nucleinsiuren (1:0,65, Wyarr 1951) das ganz anders- 
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artige Stickstoff-Phosphor-Verhaltnis von 1:1,5 auf. Verunreinigung 

durch anorganisches Phosphat kann nach dem angewendeten Reini- 
gungsvorgang ausgeschlossen werden. Man sollte ein den Nuclein- 
sauren entsprechendes N:P-Verhaltnis finden, wenn es sich bei der 
Substanz lediglich um ein mit Polysaccharid verunreinigtes Nucleo- 
proteid handelte. 

Auf Grund der nach DiscuE (1930) durchgefiihrten Bestimmung 
Purin-gebundener Desoxyribose kann noch nicht entschieden werden, ob 
alle Basen in Schleimfraktion B an Desoxyribose gebunden sind, es sich 
also um eine DNS-Nucleoproteid-ahnliche Substanz handelt. Da mit der 
angewandten Polysaccharid-Hydrolysenmethode (1n H,SO,, 24 Std, 
100° C) aus Nucleinsauren zwar keinerlei Desoxyribose, wohl aber Ribose 
abgespalten wird (eigene Versuche), kann es sich bei der papierchromato- 
graphisch nachgewiesenen Ribose sowohl um Purin-Pyrimidin-gebundene, 
wie um polysaccharidisch gebundene Ribose handeln. 

Der selbst durch intensive EnteiweiSung nicht zu verringernde Protein- 
anteil des Schleimes hat in seiner Zusammensetzung groBe Ahnlichkeit 
mit den in Zellwandhydrolysaten bei Streptomyces fradiae von ROMANO 
u. NICKERSON (1956) nachgewiesenen Aminosauren. Ebenso wie bei diesen 
Autoren fanden sich Hexosamin, «-e-Diaminopimelinsaure und «-Alanin 
in groBter Menge neben den etwas weniger haufigen Glutaminsiure, Serin, 
Glykokoll, Valin, Arginin u. a. Alle diese Befunde weisen darauf hin, daB 
das Auftreten des Schleimes B in den Kulturfiltraten des Streptomyces- 
Stammes nicht der Schleimabsonderung vieler anderer Mikroorganismen 
homolog sein kann. Es liegt die Méglichkeit naher, daB die Ausscheidung 
eine ,,pathologische*‘ Erscheinung ist, indem ein in anormaler Menge ge- 
bildeter Bausteinkomplex der Zellen (Zellwand?) an das Kulturmedium 
abgegeben wird. 

Es seien nun noch die in den Hydrolysaten der Schleimfraktion B ge- 
fundenen Zuckerkomponenten mit denjenigen der Polysaccharide anderer 
Mikroorganismen verglichen. ANDERSON (1948) gibt an, daB man bei den 
in die Verwandtschaft der Actinomyceten gehérenden Mycobakterien 
(M. tuberculosis u. a.) ein Polysaccharid isoliert hat, welches nach Hydro- 
lyse neben Arabinose noch Glucose, Galaktose, Mannose und eine Zucker- 
sure ergab. DzuLyNsKA u. Mitarb. (1954) untersuchten zahlreiche Poly- 
saccharide u. a. auch von M. tuberculosis- und Corynebacterium diphthe- 
riae-Stammen und fanden in den Hydrolysaten Glucosamin, Glucose 
und/oder Galactose, Mannose, Arabinose und in etwa 50% der Falle noch 
eine Uronsaure. Sie verallgemeinerten ihre an den zwei Arten der Actino- 
mycetales gewonnenen Befunde dahingehend, daf Hubacteriales neben 
anderen Zuckern Xylose, Actinomycetales hingegen Arabinose in den 
Schleimen enthalten sollen. Fiir den hier untersuchten Streptomyces-Stamm 


konnte demgegeniiber die Anwesenheit von Arabinose ausgeschlossen 
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werden, so da® die Verallgemeinerung der Anwesenheit von Arabinose 
bei Actinomycetales zu weitgehend ist. 

Fucose ist offenbar keine seltene Komponente der Schleimsubstanzen 
von Mikroorganismen, denn sie wurde in neuester Zeit in den Poly- 
sacchariden zahlreicher Bakterien, Griinalgen und Pilze nachgewiesen: 

Bacillus polymyxa (Misaxkt u. Mitarb. 1954), Lactobacillus bifidus (NoRRIs u. Mit- 
arb. 1954), Pseudomonas fluorescens-Stamme (EAGON u. DEDONDER 1955), Klebsiella- 
Stamme (WiLkInson u. Mitarb. 1955), Aerobacter-Klebsiella-Stiémme (neben 
hauptsachlich vorkommender Glucose, Uronséure und Galaktose), Salmonella-Arten 
und Chromobacterium violaceum (neben Galaktose, Glucose und Glucosamin) 
(Daviss 1955), Chlamydomonas-Arten (Lewin 1956). 

Martin u. Apams (1956) gaben in ihren Untersuchungen der Poly- 
saccharide von Pilzen eine Zusammenstellung der verschiedenen Zucker- 
komponenten bei 31 Arten der Mucoraceae, Chaetomiaceae und Fungi 
Imperfecti. Fucose (neben Glucuronsiure, Galaktose, Glucose, Mannose 
und teilweise Ribose) fanden sie nur in extra- und intracellularen Poly- 
sacchariden von Mucor- und Rhizopus-Arten. Dabei war das Vorhanden- 
sein der Glucuronsaure auf die extracellularen, dasjenige des Glucosamins— 
auf die intracelluliren Polysaccharide beschrankt, bei denen neben- 
Galaktose und Ribose zudem etwa gleiche Mengen Mannose und Fucose 
gefunden wurden. Hinsichtlich der Art der Zuckerbausteine ist also 
Schleim B des Streptomyces-Stammes den intracelluléren Polysacchariden 
von Mucoraceen vergleichbar. 

Es ist beabsichtigt, die in der vorliegenden Mitteilung noch offen ge- 
bliebenen Fragen durch weitere Analysen zu kliren. Dariiber hinaus 
sollen weitere Streptomyces-Stamme auf Vorkommen und Art von extra- 
cellulérem Schleim hin untersucht werden, um die zunichst nur bei einem 
einzigen Stamm gewonnenen Ergebnisse in Zusammenhang mit den bei 
anderen Stammen der gleichen Gattung vorliegenden Verhaltnissen 
bringen zu k6énnen. 


Zusammenfassung 


Aus den viscosen Kulturfiltraten eines Streptomyces-Stammes lieBen 
sich nach intensiver Reinigung zwei verschiedene Schleimfraktionen 
(A und B) gewinnen (erstmaliger Befund bei Streptomyceten). 

Die Schleimbildung war unabhiingig von den angewendeten Kohlen- 
stoffquellen, da aus allen Wachstum erméglichenden Kulturlésungen mit 
folgenden C- Quellen gleichartig zusammengesetzte Schleimpraparate iso- 
liert werden konnten: Glycerin, Glucose, Galaktose, Mannose, Mannit, 
Maltose und Lactose. 

Schleimfraktion A erwies sich als eine die Viscositat ihrer Lésungen 
stark erhdhende (hochmolekulare) Polyglucose. 

In jeweils entsprechend hergestellten Hydrolysaten der weniger viscosi- 
taterhdhend wirkenden Schleimfraktion B wurden papierchromato- 
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graphisch folgende Zucker, Purin- und Pyrimidinbasen und Aminosauren 
nachgewiesen : 
Galaktose, Glucose, Mannose, Fucose, Ribose und Spuren von Xylose 
(daneben gebundene Desoxyribose) 
Guanin, Adenin, Cytosin; 
Hexosamine, «, é-Diaminopimelinsaure, «-Alanin, Glykokoll, Serin, 
Glutaminsaure, Threonin u. a. 


> 


Herrn Prof. Dr. A. Rrppet-Batpss danke ich fiir sein stetes Interesse an der 
Arbeit. Herrn Dr. D. Ciavs bin ich fiir anregende Diskussionen iiber Schleim- 
bildung bei Mikroorganismen dankbar. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft ist die Gewahrung von Sachbeihilfen 
fiir die Durchfiihrung der Arbeit zu verdanken. 


(Teilergebnisse aus der Habilitationsschrift der Landwirtschaftlichen Fakultat 
der Universitat Gottingen.) 
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Aufnahmebedingungen 


Die Arbeit muS dem Gebiet der Zeitschrift angehéren und wissenschaftlich Neues 
bringen. Arbeiten, die ausschlieBlich praktischen Zwecken dienen, scheiden aus. 


Bei Arbeiten aus Instituten, Kliniken usw. ist eine Erklarung des Direktors oder 
eines Abteilungsleiters beizufiigen, daB er mit der Publikation der Arbeit aus dem 
Institut bzw. der Abteilung einverstanden ist und den Verfasser auf die Auf- 
nahmebedingungen aufmerksam gemacht hat. 

Das Manuskript muB leicht leserlich geschrieben und vollig druckfertig sein; andern- 
falls sind Verzégerungen im Erscheinen unvermeidlich. Korrekturen im Satz miissen 
auf das sachlich Notwendige beschrankt werden. 

Die Darstellung soll méglichst kurz sein. Ergebnisse diirfen nicht gleichzeitig in 

_ Tabellen- und Kurvenform dargestellt werden. 

* Die Abbildungen sind auf das Notwendigste zu beschranken, insbesondere die 
Reproduktion von Photos. Vorlagen fiir Diagramme sind in etwa doppelter Repro- 
duktionsgréBe erwiinscht. 

Bei einleitenden Literaturbesprechungen soll méglichst auf zusammenfassende 
Darstellungen verwiesen und nur das zum unmittelbaren Verstandnis Notwendige 
gebracht werden. 


Selbstandige kritische Sammelreferate iiber einzelne Gebiete sind erwiinscht. 


Der Arbeit ist eine Zusammenfassung der wichtigsten Ergebnisse im Umfang von 
im allgemeinen héchstens 1 Seite anzufiigen. 


Die Wiedergabe von Gebrauchsnamen, Handelsnamen, Warenbezeichnungen usw. 
in dieser Zeitschrift berechtigt auch ohne besondere Kennzeichnung nicht zu der 
Annahme, da8 solche Namen im Sinn der Warenzeichen- und Markenschutz-Ge- 
setzgebung als frei zu betrachten waren und daher von jedermann benutzt werden 
diirften. 


Das Leben der Gewachse 


Ein Lehrbuch der Botanik. Von Dr. Friedrich Oehlkers, o. Professor der Botanik 
an der Universitit Freiburg i. Br. In zwei Banden. 


Erster Band: Die Pflanze als Individuum. Mit 523 Textabbildungen. VIII, 463 Seiten 
 Gr.-8°. 1956. Ganzleinen DM 39,60 


Zweiter Band in Vorbereitung. 
Aus den Besprechungen: ... Der Verfasser hat versucht, die einzelnen Typen des 
Pflanzenreichs von ihrem Entstehen bei der Fortpflanzung bis zu ihrem natiirlichen Ende 
durch den Tod in ihrem Zusammenhang darzustellen. Dieses Bestreben bringt es mit 
sich, daB Morphologie, Entwicklungsgeschichte, Genetik und Physiologie nicht mehr 
scharf nebeneinander stehen, sondern vielfach ineinander tibergehen. Dadurch wird 
zweifellos das Verstandnis der Zusammenhange erleichtert, indem Dinge, die anderswo 
beziehungslos nebeneinander stehen oder nur am Rande erwahnt werden, miteinander 
in Verbindung gebracht werden. Auch bleibt dem Leser dabei immer bewuBt, da von 
lebenden Organismen die Rede ist ... Ein weiterer Vorzug in didaktischer Hinsicht 
scheint dem Referenten in der von spiirbarer Begeisterung getragenen ausfithrlichen 
Beschreibung zu liegen, die das originelle Buch zu einem wirklich leserlichen Lernbuch 
macht. Das Verstandnis wird dabei durch zahlreiche Abbildungen erleichtert, unter 
denen sich hervorragende Originale befinden. Fast immer wird nicht nur gesagt, daB ~ 
etwas so ist, sondern auch, warum es so ist .. . Hervorzuheben ware noch, daB bei der 
Lektiire des Buches nicht der Eindruck erweckt wird, daB schon alles erforscht set. 
Lettschrift fir Naturforschung‘ 
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Protozoologie a 


Von Karl G. Grell, apl. Professor fiir Zoologie und wissenschaftliches Mitglied am 
Max-Planck-Institut fiir Biologie in Tiibingen. Mit 300 Abbildungen. VII, 284 Seiten 
Gr.-8°. 1956. Ganzleinen DM 59,— 


Inhaltsiibersicht: Einleitung. — Abgrenzung und Begriff. — Morphologie. Das Cyto- 
plasma. Die Zellmembran. Der Zellkern. — Fortpflanzung. Aquale Zellteilung. Inaquale 


Zellteilung. Reorganisation. — Befruchtung und Geschlechtlichkeit. Gametogamie. Ga- 


montogamie. Parthenogenese. — Generationswechsel. — Modifikabilitiit. — Vererbung. 
Kreuzungsversuche. Mutationen. Langdauernde Veranderungen in Klonen. — Bewegung. 
Ortsverinderung. Gestaltveranderung. — Verhalten. — Ernihrung. — Parasitismus und 
Symbiose. Formeniibersicht. I. Klasse: Flagellata. 1. Ordnung: Chrysomonadina, 


2. Ordnung: Cryptomonadina. 3. Ordnung: Phytomonadina. 4. Ordnung: Euglenoidina. | 
6. Ordnung: Dinoflagellata. 6. Ordnung: Protomonadina. 7. Ordnung: Diplomonadina. 


8. Ordnung: Polymastigina. 9. Ordnung: Opalinida. II. Klasse: Rhizopoda. 1. Ordnung: 


_ Amoebina. 2. Ordnung: Testacea. 3. Ordnung: Heliozoa. 4. Ordnung: Radiolaria. 5. Ord- 


nung: Foraminifera. III. Klasse: Sporozoa. 1. Ordnung: Gregarinida. 2. Ordnung: Cocci- 
dia. IV. Klasse: Ciliata. 1. Unterklasse: Euciliata. 1. Ordnung: Holotricha. 2. Ordnung: 


Spirotricha. 3. Ordnung: Peritricha. 4. Ordnung: Chonotricha. 2. Unterklasse: Suctoria.— — 
Veréffentlichungen. Zusammenfassende Darstellungen. Einzelarbeiten und Werke aus — 


Nachbargebieten. Filme. — Sachverzeichnis. Artenverzeichnis. ae 


eine Sonderstellung ein, fiihrt sie uns doch unter Beriicksichtigung der neuesten, noch 
im Flu8 befindlichen Untersuchungen, unbelastet durch systematische Weitschweifig- 
keiten, in alle diejenigen Tatsachen morphologischer, physiologischer, genetischer und 
ékologischer Natur ein, die fiir eine allseitige Beurteilung des Protozoenorganismus 
wesentlich sind und deren Bedeutung fiir die derzeit aktuellen biologischen Probleme 
nicht nachdriicklich genug herausgestellt werden kann. Grundlage der meisterhaft ge- 


Aus den Besprechungen: Unter der Protistenliteratur nimmt Grells ,,Protozoologie‘ — 


rafften Darstellung sind Vorlesungen des Verfassers an der Universitat Tiibingen. Die 


dadurch gegebene didaktische Durcharbeitung des Stoffes zusammen mit der besonders 
eindrucksvollen Behandlung der in das engere Forschungsprogramm des Max-Planck- 


Instituts fiir Biologie fallenden, die Fortpflanzungsphysiologie umfassenden Fragen 


verieihen dem Buch eine wertvolle persénliche Note .. . 


Eine besondere Wiirdigung verdient die bildliche Ausstattung des Grellschen Buches. 


Was da an Abbildungen geboten wird, ist sachlich, zeichnerisch und drucktechnisch 
gleichermafen hervorragend. In der Auswahl der fremden Vorlagen und der reichlichen 
Beigabe von Originalzeichnungen und technisch vollendeter Mikrophotographien zeigt 
sich so richtig das ,,[In-der-Materie-Stehen’ des Verfassers. Allein das Abbildungs- 


material rechtfertigte schon dieses Werk, das sein Verfasser seinem Lehrer Max Hart- 


mann gewidmet hat. Grells Wunsch, seine Protozoologie mége dazu beitragen, das 


unter den deutschen Biologen immer mehr in Schwinden begriffene Interesse an Proto-— 


zoen neu zu beleben, diirfte sicherlich Erfiillung finden. 


»,Protoplasma‘ 
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